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As parasitoses e as arboviroses têm um impacto social e económico considerável, em 
particular nos países tropicais e subtropicais. Problemas financeiros e de gestão, assim 
como as alterações ambientais, a resistência dos vetores aos inseticidas e dos agentes 
patogénicos aos fármacos, o aumento e respetiva mobilidade da população humana 
contribuíram não só para o incremento da prevalência de doenças transmitidas por 
vetores, como também para a sua emergência ou reemergência em novas regiões. 
O progressivo aumento de resistências nos insetos vetores tem levado à restrição 
progressiva da aplicação de inseticidas químicos e/ou à introdução de novos compostos 
sintéticos.  
O presente estudo surgiu da necessidade de desenvolver novas medidas de controlo 
vetorial, mais seguras para o ambiente, e consistiu na avaliação das propriedades 
biocidas de plantas medicinais tropicais e mediterrânicas, (Sambucus nigra, Melia 
azedarach, Azadirachta indica, Foeniculum vulgare e Mentha pulegium), bem como na 
avaliação da sua utilidade no controlo dos culicídeos vetores de agentes patogénicos da 
malária e arboviroses, nomeadamente, Anopheles arabiensis e Aedes aegypti, em Cabo 
Verde. 
Este trabalho englobou um conjunto de ações, nomeadamente a colheita, o 
processamento e o rastreio sobre alvos biológicos, de extratos vegetais e óleos 
essenciais (OE). Foram realizados extratos brutos de folhas de S. nigra, M. azedarach e 
A. indica com solventes de diferentes polaridades. Estes extratos foram posteriormente 
analisados por Cromatografia em Camada Fina e fracionados por Cromatografia em 
Coluna. Os OEs de M. pulegium e de F. vulgare, obtidos por hidrodestilação das partes 
aéreas ou por via comercial foram caraterizados qualitativamente e quantitativamente 
por Cromatografia Gasosa e Espetrometria de Massa e confirmada a identificação dos 
seus constituintes por Ressonância Magnética Nuclear. 
Os bioensaios inseticidas foram efetuados de acordo com os testes padronizados da 
Organização Mundial de Saúde. Os resultados foram analisados estatisticamente com 
recurso aos programas Microsoft Excel ® 2010 e SPSS® para Windows e aos testes 
estatísticos considerados relevantes.  
Quanto às três primeiras plantas referidas apenas o extrato de S. nigra revelou atividade 
em larvas do 3º estádio de Ae. aegypti. Estas são também mais suscetíveis ao OE de F. 
vulgare (amostras de Cabo Verde e Portugal respetivamente CL50= 23,3 e 28,2 µlL
-1
) 
comparativamente ao óleo de M. pulegium (amostras de Cabo Verde e Portugal 
respetivamente CL50= 136,1 e 107,3 µlL
-1
). Embora não se tenham registado diferenças 
altamente significativas entre as plantas em estudo, é de salientar que as concentrações 
necessárias para eliminar 50, 90 e 99% da população são menores quando se aplica o 
OE de F. vulgare. Quanto ao An. arabiensis optou-se por avaliar apenas o OE de  
F. vulgare, não tendo sido observadas diferenças significativas comparativamente a Ae. 
aegypti. Os resultados de bioensaios com os compostos ativos de ambas as espécies 
vegetais evidenciaram a existência de efeitos sinergistas. Os adultos demonstraram 
maior sensibilidade ao OE de F. vulgare de Cabo Verde. Este estudo permitiu uma 
caraterização química e avaliação de atividade de plantas de regiões geográficas que 
ainda não tinham sido estudadas com resultados bastante promissores. 
 





Parasitoses and arboviroses have a considerable economic and social impact, 
particularly in tropical and subtropical countries. Financial and management problems, 
as well as environmental changes, vectors resistance to insecticides and of pathogens to 
drugs, the crescent density of human population and of their mobility, contributed not 
only to increase the prevalence of vector-borne diseases, but also to their reemergence 
or emergence in new regions. The progressive increase of insects’ resistance to known 
insecticides has led to the progressive restriction of the application of chemical 
insecticides and/or the introduction of new synthetic compounds. 
The present study arose from the need of developing new vector control measures, 
environmentally safe, and consists on the evaluation of biocidal properties of medicinal 
tropical and Mediterranean plants (Sambucus nigra, Melia azedarach, Azadirachta 
indica, Foeniculum vulgare and Mentha pulegium) and on their quantification, on 
mosquitoes vectors of pathogens causing malaria and arboviruses, namely Aedes 
aegypti and Anopheles arabiensis from Cape Verde. 
A set of actions are included in this work, like the harvesting, processing and screening 
of plant extracts and essential oils (EO) on biological targets. Crude extracts from 
leaves of S. nigra, M. azedarach and A. indica were performed with solvents with 
different polarities. These extracts were subsequently analyzed by Thin Layer 
Chromatography and fractionated by Column Chromatography. The EOs of  
M. pulegium and F. vulgare, obtained by steam distillation of leaves and the aerial parts 
were characterized qualitatively and quantitatively by Gas Chromatography and Mass 
Spectrometry and confirmed by identification of its constituents by Nuclear Magnetic 
Ressonance. 
Insecticide bioassays were conducted according to standardized tests of the World 
Health Organization. The results were statistically analyzed using the program 
Microsoft Excel 2010 and SPSS ® for Windows ® and the statistical tests considered 
relevant. 
From the first three plants mentioned only the S. nigra extracts showed activity against 
the 3rd stage larvae of Ae. aegypti. These larvae were also more susceptible to EO of  
F. vulgare (samples from Cape Verde and Portugal respectively LC50 = 23.3 and  
28.2 µlL
-1
) than those of M. pulegium (samples from Cape Verde and Portugal having 
LC50 = 136.1 and 107.3 l µlL
-1
, respectively). Although there were no significant 
differences between the plants studied, it was noted that concentrations required to 
eliminate 50, 90 and 99% of the larvae populations are lower when applying the EO 
of F. vulgare. For Anopheles arabiensis we choose to evaluate only the EO of  
F. vulgare, and no significant differences were observed between these results and those 
obtained against Ae. aegypti.  
The results of the bioassay with the active compounds isolated from M. pulegium and  
F. vulgare evidenced the existence of synergistic effects. Adults showed greater 
sensitivity to OE F. vulgare from Cape Verde. This study allowed the chemical 
characterization and activity assessment of plants from two different geographic regions 
that were not studied before with highly promising results. 
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I.1. Nota Prévia  
Os mosquitos (Diptera: Culicidae) são o grupo mais importante de artrópodes com 
importância médica e veterinária, sendo responsável pela transmissão de doenças 
consideradas graves problemas de saúde pública a nível mundial. 
 
As parasitoses e as arboviroses têm um impacte social e económico considerável, em 
particular nos países tropicais e subtropicais, o que levou a Organização Mundial de 
Saúde a declarar os mosquitos como “inimigo público número um”. Com o 
desenvolvimento do comércio e meios de transporte, assistiu-se à dispersão de insetos 
vetores para várias regiões do globo, com a agravante destes se terem adaptado com 
sucesso a meios urbanos.  
 
Problemas financeiros e de gestão, assim como alterações ambientais, desenvolvimento 
de resistência dos vetores aos inseticidas e dos agentes patogénicos aos fármacos, 
aumento da densidade populacional humana e acréscimo da sua mobilidade, 
contribuíram não só para o incremento da prevalência de doenças transmitidas por 
vetores, como também para a sua emergência ou reemergência em novas regiões (casos 
da malária na Grécia e de dengue em Cabo Verde e na ilha da Madeira).  
 
Dado que ainda não existem vacinas e/ou tratamentos eficazes para a maior parte das 
patologias envolvendo transmissão por mosquitos, os programas de controlo vetorial 
constituem uma das principais estratégias de prevenção e combate. Os produtos 
químicos continuam a ser o elemento chave numa abordagem integrada deste controlo 
de vetores. No entanto, o arsenal de inseticidas seguros e eficazes tem vindo a reduzir-
se devido, quer ao aumento das resistências causado pela utilização intensiva e/ou 
incorreta de inseticidas sintéticos (consequência da insustentabilidade económica dos 
atuais programas de controlo), quer aos efeitos adversos ambientais e em saúde pública.  
 
O progressivo aumento de resistências dos insetos vetores de parasitoses e arboviroses 
tem levado à restrição progressiva da aplicação de inseticidas químicos e/ou à 
introdução de novos compostos sintéticos. Consequentemente, devido à redução do 





compostos de origem natural, eficazes e mais inócuos para o ambiente. Esta exigência 
do mercado, em conjunto com as pressões legislativas exercidas a nível internacional, 
torna imperativo o investimento na pesquisa de novos produtos, promovendo o 
desenvolvimento de produtos alternativos mais seguros. 
 
Os produtos de origem vegetal ressurgem, assim, como uma promissora fonte de 
compostos biologicamente ativos para controlo de vetores de agentes patogénicos. Dado 
que a sua síntese está muitas vezes associada a mecanismos de defesa das plantas contra 
inimigos naturais, os compostos derivados destas apresentam potencialmente maior 
especificidade para os organismos-alvo, são em geral biodegradáveis e comportam 
menores riscos ambientais. 
  
Um vasto número de diferentes espécies de plantas, de várias regiões geográficas, tem 
revelado potencialidades fitoquímicas, capazes de causar efeitos tóxicos agudos ou 
crónicos em insetos.  
 
O presente estudo surgiu da necessidade de desenvolver novos produtos para uso em 
controlo vetorial, mais seguros para o ambiente, e consistiu na avaliação das 
propriedades biocidas de produtos de plantas medicinais tropicais e mediterrânicas 
(Sambucus nigra, Melia azedarach, Azadirachta indica, Mentha pulegium e 
Foeniculum vulgare) em culicídeos vetores de agentes patogénicos de malária e 
arboviroses, nomeadamente, Anopheles arabiensis e Aedes aegypti, em Cabo Verde. A 
inovação desta tese é a pesquisa de novos compostos provenientes de plantas, 
preferencialmente  autóctones, que contribuam para a preparação de futuras 
formulações bio-inseticidas de fácil produção, máxima inocuidade ambiental e que não 
promovam o desenvolvimento de resistências.  
 
Neste capítulo introdutório apresenta-se uma descrição geral da importância dos vetores 
de malária e arboviroses no continente africano, com breve referência a outras doenças 
por eles transmitidas. Particular ênfase é dada às medidas de controlo vetorial, modo de 
ação e mecanismos de resistência aos inseticidas, caraterização botânica das espécies 





essenciais e órgãos de produção. O capítulo 2 apresenta os objetivos gerais e específicos 
propostos no âmbito do tema da tese. No capítulo 3 são descritas as metodologias 
utilizadas no estudo experimental, cujos resultados são apresentados e discutidos no 
capítulo 4, comparados com os referidos na literatura, quando possível. No capítulo 5 
são apresentadas as principais conclusões e as perspetivas futuras, estando as 
referências bibliográficas listadas no capítulo 6. Este último capítulo foi escrito segundo 
a norma NP-405, integrando as citações correspondentes a endereços electrónicos 






















I.2. Malária em África 
 
A malária é uma doença parasitária que tem como agentes etiológicos protozoários do 
género Plasmodium, sendo endémica em 104 países. Destes, 79 são classificados como 
estando na fase de malária controlada, 10 na fase de pré-eliminação, 10 na fase de 
eliminação e 5 sem transmissão, isto é na fase preventiva de reintrodução (WHO, 2012). 
 
A malária, sendo uma das mais antigas doenças infeciosas conhecidas nas sociedades 
africanas, continua a causar morbilidade e mortalidade elevadas, com consequente 
sobrecarga socioeconómica nas regiões particularmente mais afetadas. De acordo com o 
relatório da Organização Mundial da Saúde (OMS/WHO), em 2010 foram notificados 
cerca de 216 milhões de caso de malária a nível mundial (WHO, 2012). Mais de 80% 
dos casos e 91% das mortes foram registadas no continente africano, tendo um custo 
anual superior a 12 mil milhões de dólares e causando um atraso no crescimento 
económico de cerca de 1,3 por cento por ano (TDR/WHO, 2002; RBM/WHO, 2000; 
GHO, 2008; Malaria Foundation Internacional, 2008). Assim, a malária continua a ser 
um dos maiores problemas de saúde pública em regiões tropicais e subtropicais  
(Figura 1). 
 





Atualmente, o continente africano enfrenta grandes desafios, sendo um deles o combate 
à endemicidade da malária em cerca de 46 países, conjuntamente com problemas 
inerentes ao subdesenvolvimento e outras prioridades consideradas relevantes para as 
autoridades locais, (Sachs & Malaney, 2002).  
 
Em Cabo Verde, a malária foi quase erradicada após o programa de controlo 
desenvolvido entre 1940 e 1970. Desde 1973 que casos autóctones são apenas 
observados na Ilha de Santiago, onde reside aproximadamente metade da população. 
Surtos epidémicos ocorrem de forma irregular e a população é considerada não-imune 
(Alves, 1994).  
 
I.2.1. Vetores da região Afrotropical  
 
A malária é transmitida entre humanos pela picada de mosquitos fêmeas do género 
Anopheles. Os principais vetores de malária na região Afrotropical pertencem ao 
complexo de espécies Anopheles gambiae. Este complexo compreende 7 espécies 
gémeas: Anopheles gambiae sensu stricto (s.s.) Giles, 1902; Anopheles arabiensis 
Patton, 1905; Anopheles quadriannulatus Theobald, 1911; Anopheles melas, Theobald, 
1903, Anopheles merus Dönitz, 1902; Anopheles bwambae White, 1985 e Anopheles 
quadriannulatus espécie B (Hunt et al., 1998). Apesar de serem morfologicamente 
semelhantes, estas espécies apresentam diferenças bioecológicas e comportamentais que 
condicionam o modo como transmitem a doença (White, 1974; Besansky et al., 1994, 
Coluzzi, 1994; Hunt et al., 1998; Coetzee et al., 2000; della Torre et al., 2002). Deste 
complexo, os mais eficientes vetores de malária e também com mais vasta distribuição 
geográfica, são Anopheles gambiae s.s. Giles, 1902 e Anopheles arabiensis Patton, 1905 
(White, 1974, Coetzee et al., 2000). A distribuição geográfica destas espécies é crucial 
para a epidemiologia da malária e definição de medidas de controlo da doença numa 






Figura 2 - Distribuição mundial dos principais vetores da malária, 2010 (2). 
De acordo com Davidson et al., 1967, An. gambiae s.s. predomina nas regiões de 
floresta mais húmidas, enquanto  An. arabiensis, como o próprio nome sugere, está mais 
frequentemente associado a regiões áridas e zonas de savana seca, onde a estação das 
chuvas é curta e as precipitações são relativamente baixas. Estas espécies estão mais 
associadas ao ser humano e apresentam maior distribuição geográfica, ocorrendo em 
simpatria em extensas áreas da sua distribuição. As espécies An. merus e An. melas 
estão adaptadas a biótopos de água salobra. An. melas é um importante vetor da malária 
em várias localidades ao longo da costa Oeste Africana, principalmente na época seca, 
quando a população de An. gambiae s.s. é menos abundante. A espécie An. merus 
encontra-se em zonas costeiras da África Oriental e é considerado um vetor secundário 
da doença (Gilies & de Meillon, 1968; Cuamba & Mendis, 2009). 
An. arabiensis apresenta um índice de antropofilia variável, utilizando também como 
hospedeiros outros animais (nomeadamente gado), variando a sua preferência trófica em 
função dos hospedeiros presentes nas imediações dos biótopos larvares. Tem uma 





exofágico) o que dificulta o seu controlo pela aplicação de inseticidas dirigida à 
população de fêmeas em atividade (Fontenille et al., 1997). 
O primeiro culicídeo assinalado em Cabo Verde (Praia, Santiago) terá sido An. gambiae 
s.l. por A. Vieira, em 1909, designado de An. costalis. [fide Sant’Anna, 1920; Ribeiro et 
al., 1980]. An. arabiensis, única espécie vetora de malária presente no arquipélago 
(Alves, 1994), conjuntamente com An. pretoriensis (Theobald, 1903) terão praticamente 
desaparecido em 1969 em todas as ilhas, excepto Santiago, na sequência de esforços 
desenvolvidos no âmbito de um programa de erradicação. A espécie foi posteriormente 
encontrada na maioria das ilhas, excepto Brava, Sal e Santo Antão. A malária não 
constitui um problema prioritário de Saúde Pública em Cabo Verde mas, dada a 
vulnerabilidade e a recetividade do país, é necessária uma vigilância epidemiológica 
permanente orientada para a prevenção, deteção precoce e contenção de epidemias, 
tratamento correto dos casos e monitorização da eficácia do tratamento, bem como 
vigilância e controlo entomológicos (Alves, 1994; Alves et al., 2010; Ministério da 
Saúde, 2009). 
 
An. arabiensis (Figura 3) foi descrito em Cabo Verde como um mosquito antropofílico, 
de tendência exofágica e exofílica, com uma área de distribuição entre a costa e 500 
metros de altitude (Cambournac, 1982). As larvas desta espécie encontram-se presentes, 
ao longo do ano, em tanques e poços agrícolas, levadas, tanques domésticos mal 
cobertos, poças temporárias  e charcos, constituindo os primeiros biótopos larvares 
permanentes. No entanto, tem como locais de criação mais produtivos as poças nas 
margens das ribeiras, pegadas de animais e charcos temporários expostos ao sol 
formados durante a época das chuvas pelo que, durante este período, há tendência para 




Figura 3 - Exemplares de adultos (fêmea) de An. arabiensis, antes (foto da autora) e 





I.2.2. Posição sistemática do género Anopheles  
 
Os mosquitos do género Anopheles pertencem à Família Culicidae, uma das mais 
importantes da Ordem Diptera. 
 
De acordo com a classificação sistemática de Richard & Davis (1977) a posição 
sistemática do género Anopheles é a seguinte: 
Reino - Animalia 
Filo - Arthropoda 
Classe - Insecta 
Subclasse - Pterigota 
Ordem - Diptera 
Subordem - Nematocera 
Família - Culicidae 
      Subfamília - Anophelinae 
       Género - Anopheles 
 
A subfamília Anophelinae inclui três géneros (Anopheles, Bironella e Chagasia), sendo 
o género Anopheles o único com importância médica, por a ele pertencerem espécies 
vetoras de Plasmodium spp, várias arboviroses e filarioses (Service, 1980; Ruppert & 
Barnes, 1996) que afetam humanos. Existem aproximadamente 430 espécies conhecidas 
de Anopheles, das quais cerca de 70 são vetores de malária (Warrell & Gilles, 2002). 
 
I.2.3. Ciclo de vida de Anopheles 
 
Durante o seu ciclo de vida, o mosquito passa por quatro fases: ovo, larva, pupa e 
adulto. Como todos os mosquitos, Anopheles apresenta uma fase imatura aquática e 
uma fase adulta aérea. O ciclo inicia-se com a oviposição, durante a qual a fêmea 
deposita os seus ovos individualmente (em média 50-300 ovos) à superfície da água, em 
biótopos ou criadouros larvares que variam de espécie para espécie. Os mais comuns 
incluem coleções de água naturais tais como margem de rios, lagos, lagoas, poças 





diferentes espécies de mosquitos tendem a fazer a postura em biótopos com 
propriedades físicas e químicas muito específicas (Mullen & Durden, 2009). Os ovos, 
em forma de canoa, apresentam flutuadores laterais que impedem a submersão e, 
frequentemente, apresentam um padrão ornamental caraterístico da espécie. 
 
Destes ovos eclodem larvas de primeiro estádio, que sofrem três mudas até atingirem o 
quarto estádio de desenvolvimento, e que se alimentam por filtração de partículas em 
suspensão na água (bactérias, protozoários, outros microrganismos e detritos orgânicos). 
A larva em último estádio sofre uma metamorfose transformando-se em pupa. Nesta 
fase quiescente, os culicídeos não se alimentam mas movimentam-se, geralmente, em 
resposta a estímulos, passando a maior parte do tempo à superfície da água para respirar 
e têm forma caraterística, em vírgula. Nos trópicos esta fase dura dois a três dias, 
enquanto em regiões temperadas pode durar nove a doze dias. Ocorrem alterações 
profundas dos tecidos (metamorfose) que culminam na emergência do adulto, iniciando-
se assim a fase terrestre do ciclo de vida. Após a emergência, os adultos procuram 
abrigos perto do biótopo para repousar. Na maior parte dos casos, a cópula ocorre 24-48 
horas após a emergência, geralmente em enxames de machos formados ao anoitecer. 
Em geral, as fêmeas acasalam uma única vez, acumulando o esperma numa estrutura 
designada por espermateca. Após a cópula, as fêmeas procuram um hospedeiro 
vertebrado para efetuar uma refeição sanguínea, necessária à maturação ovárica que, 
uma vez concluída, leva a fêmea a procurar um local aquático adequado para realizar a 
oviposição. (Faust et al, 1975). O período compreendido entre a procura de hospedeiro 
para realizar a refeição sanguínea e a maturação dos ovos é designado de ciclo 
gonotrófico e pode durar dois a cinco dias. Os machos não são hematófagos, 
alimentando-se de sucos vegetais.  
 
I.3. Dengue  
 
A dengue é uma doença infeciosa febril aguda causada por um vírus da família 
Flaviviridae, género Flavivirus, que inclui quatro tipos imunológicos DENV-1,  





mosquito, nomeadamente, Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) e Aedes albopictus, (Skuse, 
1894), (Gubler & Kuno, 1997; Borges, 2001). 
 
Esta infeção é uma das mais importantes doenças reemergentes nos trópicos (Gubler & 
Kuno, 1997), sendo responsável por cerca de 100 milhões de casos/ano numa população 
em risco de 2,5 a 3 biliões de pessoas (WHO, 1997; Roriz-Cruz et al., 2010), 
constituindo um grave problema de saúde pública em regiões tropicais e subtropicais 
(Figura 4). A febre hemorrágica da dengue (FHD) e a síndrome de choque da dengue 
(SCD) atingem pelo menos 500 mil pessoas/ano, apresentando taxas de mortalidade de 
até 10% para pacientes hospitalizados e 30% para pacientes não tratados (Holmes et al, 
1998; Gubler, 1998, Sylla et al., 2009). A dengue é endémica no sudeste asiático e tem 
originado epidemias em várias regiões tropicais, em intervalos de 10 a 40 anos (Gubler 
& Clark, 1995).  
 
Figura 4 - Áreas em risco de transmissão de dengue (regiões situadas entre as linhas 
negras). A laranja - países onde já ocorreram surtos de dengue (4).  
 
I.3.1. Vetores de dengue 
O vírus de dengue é transmitido por mosquitos que pertencem ao género Aedes, 





Embora originário da região Afro-tropical Ae. aegypti apresenta, atualmente, uma 
distribuição cosmotropical. Esta expansão está associada à capacidade dos seus ovos 
suportarem longos períodos de dessecação, podendo assim ser inadvertidamente 
transportados devido a atividades humanas. A dispersão e estabelecimento de 
populações destes mosquitos tem sido favorecida, assim, através da disponibilidade de 
criadouros larvares (baldes, pneus, contentores artificiais), através de transporte 
marítimo ou aéreo de ovos/ adultos para outros lugares do mundo e através do aumento 
da urbanização em precárias condições sanitárias, gerando situações ideais para a 
criação desta espécie (Jansen & Beebe, 2010; Williams et al., 2010). 
 
I.3.2. Posição sistemática do género Aedes 
 
Aedes (Stegomyia) aegypti (Linneaus, 1762) pertence à ordem Diptera, subordem 
Nematocera e família Culicidae. Esta família inclui cerca de 3500 espécies e 
subespécies distribuídas por todos os continentes, excepto na Antártica e em algumas 
ilhas, podendo ser encontradas abaixo do nível do mar até altitudes superiores a 3000 
metros (Marquardt, 2010). A família dos culicídeos subdivide-se em três 
subfamílias: Anophelinae, Culicinae e Toxorhynchitinae. Os géneros Anopheles, 
Culex e Aedes são aqueles que apresentam maior número de espécies e subespécies 
com relevância para a saúde humana.  
  
De acordo com a classificação sistemática de Richard & Davis (1977) a posição 













Ae. aegypti é considerado o principal vetor de três importantes arboviroses - dengue 
(vírus da família Flaviviridae, género Flavivirus, DENV), febre-amarela (vírus da 
família Flaviviridae, género Flavivirus, YFV) e chikungunya (vírus da família 
Togaviridae, género Alphavirus, CHIKV), sendo também um importante agente de 
incomodidade provocando reações alérgicas no ato da picada.  
  
Ae. aegypti é um mosquito de cor escura de fácil identificação, visto que apresenta no 
seu tórax, nomeadamente no escudo, escamas brancas dispostas em linhas laterais 
longitudinais formando um desenho que lembra uma lira (Figura 5).  
 
     
Figura 5 - Exemplar de um adulto fêmea de Aedes aegypti (fotografia da autora). 
 
I.3.3. Ciclo de vida do género Aedes  
 
Ae. aegypti, tal como todas as espécies de culicídeos, apresenta uma fase imatura 
aquática e uma fase adulta aérea/terrestre (Figura 6). O ciclo inicia-se com a oviposição, 
durante a qual a fêmea deposita os seus ovos individualmente em águas limpas e 
paradas, preferencialmente em biótopos de reduzidas dimensões, frequentemente com 
origem na atividade humana. Nestes incluem-se, frequentemente, pneus, vasos de 
plantas, baldes ou qualquer recipiente que se encontre dentro ou na periferia de 
habitações. Os ovos são colocados à superfície da água ou perto dela, demorando as 
larvas dois a três dias a eclodir (Wong et al., 2011). Estes ovos têm a característica 
peculiar de resistirem à dessecação durante longos períodos de tempo e eclodirem 
quando submergidos em água. Dos ovos eclodem as larvas que passam, através de 





larvas alimentam-se da matéria orgânica presente no seu biótopo. A larva em último 
estádio sofre uma metamorfose transformando-se em pupa. O período larvar pode durar, 
em média, sete a nove dias à temperatura média de 25ºC. O mosquito permanece na fase 
de pupa cerca de dois dias. Nesta fase, considerada de quiescente, os culicídeos não se 
alimentam mas movimentam-se, geralmente, em resposta a estímulos. Das pupas 
emergem os mosquitos adultos, que vão copular e alimentar-se de néctares açucarados 
(machos e fêmeas) e, no caso das fêmeas, de refeições sanguíneas. 
 
 
Figura 6 - Ciclo biológico de Ae. aegypti (5). 
Ae. aegypti caracteriza-se por ser uma espécie com hábitos sinantrópicos (vivem na 
proximidade, ou interior, de habitações humanas), tende a repousar no interior de 
habitações/instalações animais pelo que se designa de endofílica e tem preferência por 
se alimentar em humanos ou seja, apresenta elevada antropofilia (Jansen et al.,2010). 
Normalmente apresentam atividade de picada diurna, podendo alimentar-se, fora ou 
dentro das habitações, em um ou em vários hospedeiros durante o mesmo ciclo 
gonotrófico (Jansen e Beebe, 2010). Após a refeição, as fêmeas preferem locais 
abrigados e escuros para o repouso. A atividade de picada apresenta em regra dois 
picos: um a meio da manhã e outro ao final da tarde (Halstead, 2008). As fêmeas 
apresentam uma esperança média de vida de aproximadamente 8 a 15 dias, enquanto 
que os machos três a seis dias, o que depende de fatores como a humidade, nutrição e 





habitualmente limitada, aproximadamente 30-50 metros por dia para as fêmeas, o que 
significa que uma fêmea raramente visita mais do que duas ou três casas ao longo do 
seu ciclo de vida (Reiter et al., 1995).  
 
I.4. Principais métodos de controlo vetorial 
  
O principal objetivo de um programa de controlo de vetores é a diminuição do contacto 
humanos-vetor, com a consequente redução da transmissão do agente etiológico até ao 
limiar crítico abaixo do qual a doença provocada por esse agente patogénico deixa de 
constituir um problema de saúde pública. A redução da densidade vetorial não depende 
de um único método, resulta da conjugação de vários métodos que se adequam à 
realidade local, e que permitam sua execução de forma integrada e seletiva (Collins et 
al, 2000). 
 
I.4.1. Métodos biológicos s. s. 
 
O controlo biológico de mosquitos envolve a redução de uma população através da 
introdução no meio ambiente de inimigos naturais, tais como parasitas, agentes 
patogénicos, competidores, ou toxinas produzidas por um organismo e predadores. 
Estes, por sua vez, incluem insetos, vírus, bactérias, protozoários, fungos, plantas 
superiores, nemátodos e peixes. A eficácia da aplicação destes agentes requer bons 
conhecimentos da bioecologia dos insetos alvos, bem como dos seus biótipos. Este 
método, normalmente, revela ser mais vantajoso comparativamente aos inseticidas 
convencionais, pelo facto de ser específico para o seu alvo e de causar poucas alterações 
noutros organismos. Além disso, é possível que os agentes biológicos possam fornecer 
um controlo a longo prazo depois de uma única introdução.  
 
Na natureza existem diversos organismos, que atuam como larvicidas nomeadamente: 
 -Peixes larvívoras como Gambusia affinis (Baird & Girard) introduzido em 
1900 ou o Poecilia reticulata (Wilhelm C. H. Peters,1859); os peixes preferencialmente 
utilizados no controlo biológico têm características de certo modo peculiares: devem ter 





disponíveis, ser de pequenas dimensões, de modo a poderem penetrar entre a vegetação 
aquática, ter uma elevada taxa reprodutiva em pequenas porções de água, ser tolerantes 
à poluição, salinidade, flutuações térmicas e deslocação e também, convém que sejam 
autóctones das regiões onde se pretende fazer o controlo, (WHO, 1997). 
 
Na última década a potencialidade de copépodes predadores (Mesocyclops spp., Brown 
et al., 1991; Kay et al., 2002), crustáceos nocivos principalmente para as larvas dos 
mosquitos (Aedes aegypti e outros) em primeiro e segundo estádio, tem vindo a ser 
referida. Os macro-parasitas, como o Romanomermis culicivorax Ross & Smith, 1976 
(Nematoda), que parasitam as larvas de mosquitos também revelaram-se como possíveis 
agentes de controlo biológico (Forattini, 2002, Lacey et al., 2001). Resumindo, são 
referidos: 
-Nemátodes, tais como mermitídeos, como agentes parasitários das larvas dos 
mosquitos. 
-Microparasitas, agentes infeciosos que visam a redução da população de 
mosquitos, como alguns fungos dos géneros Coelomomyces Keilin, 1921, 
Culicinomyces Couch, 1974, Lagenidium Schenk, 1859 e algumas espécies de 
protozoários dos géneros Amblyospora Hazard & Oldacre 1975, Parathelohania 
Codreanu 1966 e Edharzardia aedis (Kudo, 1930). Atualmente bactérias larvicidas e 
produtos tóxicos das próprias bactérias, por exemplo, Bacillus thurigiensis (Bti) e 
Bacillus sphaericus Meyer & Neide, 1904 (Fathy, 2002), são os agentes patogénicos 
mais utilizados no controlo biológico. Estas bactérias vivem no solo, produzem toxinas 
de elevado poder inseticida que atuam a nível das células gástricas da larva, provocando 
lise. Uma das vantagens do uso dessas bactérias como larvicidas é o facto de serem 
inócuas para vertebrados, permitirem a sobrevivência de insetos benéficos e inimigos 
naturais e após cerca de 20 anos de utilização (Bti) não se tem registado o 
desenvolvimento de resistência em populações naturais. No entanto, apesar de ainda não 
se dispor de dados mais concretos, resultados de estudos laboratoriais, demonstraram 
que em algumas populações de mosquitos possa desenvolver-se resistência ao Bti 
(Tabashnik, 1994). Outra desvantagem à utilização do Bti é que este apresenta baixa 
estabilidade quando exposto ao meio ambiente e para que seja prolongada a ação 





algumas vantagens comparativamente ao Bti, pois é mais persistente em ambientes 
poluídos, podendo ser reciclado (não requer aplicações constantes), contudo o seu 
espetro de ação sobre mosquitos é menor quando comparado ao Bti (Lacey et al., 2001). 
 -Fungos entomopatogénicos (Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana, 
Lord, 2005; Thomas et al., 2007) como agentes patogénicos de mosquitos têm sido 
largamente explorados (Scholte et al., 2003; Scholte et al., 2004), especialmente no que 
se refere ao controlo de populações com elevado nível de resistência aos inseticidas 
químicos (Farenhorst et al., 2009; Kikankie et al., 2010; Howard et al., 2010). 
-Mosquitos predadores do género Toxorhynchites Theobald, 1901 (Culicidae), 
também são utilizados no controlo biológico. 
-Nos vírus que atacam insetos, é de referir a família Baculoviridae. As partículas 
virais desta família são oclusas em corpos proteicos poliédricos, no caso do género 
Nucleopoliedrovirus (vírus de poliedrose nuclear), e em corpos granulares, no caso do 
granulovírus (vírus de granulose), (Azevedo, 1998). O mecanismo de ação é pela 
ingestão de plantas contaminadas com corpos proteicos de inclusão (CPIs) de 
baculovírus. Os CPIs virais são dissolvidos no intestino do mosquito, onde libertam os 
viriões (nucleocapsídeos mais envelope), cujas membranas se fundem às 
microvilosidades do intestino. 
 
I.4.2. Métodos Ecológicos 
 
Os métodos ecológicos consistem na modificação do meio físico e /ou biótico tornando-
o desfavorável para as espécies alvo, nomeadamente através de intervenções de 
engenharia sanitária, (drenagens e aterros, uso de substâncias tensioativas nos biótopos), 
quer pela alteração do meio biótico (por recuperação de ecossistemas humanos 
empobrecidos, alteração de culturas, regularização da vegetação das margens de cursos 
de água). Este tipo de controlo pode ainda ter como objetivo a diminuição do contacto 
entre humanos e o vetor (aplicação de redes mosquiteiras nas habitações), que por 
consequência, irá diminuir a possibilidade de transmissão ao ser humano do agente 







I.4.3. Métodos Genéticos 
 
Os métodos genéticos têm como objectivo provocar ou induzir diretamente na espécie-
alvo alterações genéticas desvantajosas ou indiretamente para o agente etiológico que 
transmite. Em 1955, Knippling propôs o conceito de introduzir insetos estéreis na 
população como forma de controlar pragas com importância agrícola, tendo sido esta 
técnica designada de SIT (“sterile insect technique”) (Knippling, 1955). Esta consiste na 
criação em massa, esterilização pela irradiação e libertação de um grande número de 
machos numa determinada área. Machos que ao acasalar com fêmeas locais reduzem a 
capacidade reprodutiva da população e por conseguinte a dimensão da mesma. A 
erradicação da população local pode ser conseguida com a libertação de um número 
suficiente de machos estéreis durante um determinado período de tempo. Esta técnica é 
específica para a espécie e é inócua para o ambiente. Outra técnica, também integrada 
nos métodos genéticos, é a RIDL [“Release of Insects Carrying a Dominant Lethal”, 
Thomas et al., (2000)], que surgiu no ano 2000 e baseia-se na produção de mosquitos 
transgénicos, em que as fêmeas apresentam um gene letal passível de ser reprimido em 
criação laboratorial (para a manutenção em colónia), mas que quando expresso permite 
apenas a sobrevivência dos machos (Jansen e Beebe, 2010). Esta técnica está 
particularmente avançada no desenvolvimento de colónias de Ae. aegypti, em que as 
fêmeas produzidas apresentam um fenótipo incapaz de voar devido ao uso de um 
transgene no promotor do músculo que interfere no voo (Fu et al., 2010).  
 
Encontra-se em estudo uma nova estratégia de controlo baseada no uso de uma bactéria 
intracelular, endossimbionte, Wolbachia. Foi comprovado em estudos laboratoriais 
recentes, que certas estirpes de Wolbachia podem reduzir a capacidade do mosquito 
para transmitir doenças, inibindo diretamente a transmissão do agente patogénico ou 
reduzindo a sua longevidade (Hancock et al., 2011). 
 
I.4.4. Métodos Imunológicos 
 
As vacinas anti vetoriais, ao diminuírem a longevidade ou fecundidade dos mosquitos, 





programa integrado de controlo da malária, que continua a ser uma das prioridades 
definidas pela Organização Mundial da Saúde (WHO, 1994). 
 
I.4.5. Métodos Químicos 
 
Estes métodos consistem na aplicação de inseticidas, classificados quanto à origem, em 
inorgânicos (fluoretos, arseniatos entre outros) e orgânicos. Dentro dos orgânicos 
consideraremos para este caso os compostos naturais (piretrinas, rotenona, nicotina e 
outros), e os compostos de síntese (organoclorados, organofosfatos, carbamatos e 
piretróides). Para além destes, existem substâncias sinergistas, isto é, substâncias que 
têm a capacidade de potenciar a ação dos biocidas em geral e dos inseticidas em 
particular. Existem ainda constituintes vegetais, os semioquímicos, que também atuam 
ou como repelentes ou como atrativos, (Matos, 2000).  
 
Quanto ao modo de ação, os inseticidas subdividem-se em inseticidas de ação direta, 
também designados por inseticidas verdadeiros, e inseticidas de ação indireta (Mendes, 
1989). A maioria das substâncias usadas como inseticidas pertence ao primeiro grupo. 
Neste se enquadram as piretrinas, a rotenona e a nicotina, compostos sintéticos de uso 
tradicional e ainda os mais recentes como os organofosfatos, organoclorados ou os 
carbamatos (Guilherme et al., 1986). Os inseticidas de ação indireta compreendem os 
repelentes, os atrativos, feromonas, reguladores de crescimento (ecdisonas, hormonas 
juvenis, hormonas anti juvenis), inibidores da oviposição e antifágicos (Koul, 1982; 
Johnson, 1983; Banerji et al., 1985; Jain, 1987; Metcalf, 1987; Scalbert & Haslam, 
1987; Mendes, 1989). 
 
As substâncias larvicidas são aplicadas nos biótopos para induzir mortalidade larvar, 
contribuindo deste modo para a redução da densidade populacional. No final do século 
XIX, chegou-se a utilizar petróleo para controlar os mosquitos, mesmo antes de ter sido 
conhecido o papel de algumas espécies destes insetos no mecanismo de transmissão da 
malária. A aplicação do produto à superfície da água mata as larvas por asfixia ou por 
envenenamento com os vapores tóxicos. Este método tem a desvantagem de a sua 





eficácia onde há vegetação e efeito não duradouro com maior dispersão do agente com o 
vento e ser altamente nocivo em termos ambientais. 
 
De 1921 até 1940 utilizou-se um composto de arsénico (cuja a formulação foi 
desenvolvida em 1867), conhecido pela designação de “verde paris” para o controlo de 
larvas de anofelíneos (Marquardt, 2010). Este pó verde é praticamente insolúvel em 
água, ficando as partículas à superfície de água contaminando e envenenando as larvas 
anofelíneas, que vêm à superfície para se alimentarem e respirarem. 
 
O DDT (Dicloro-Difenil-Tricloroetano) causa alteração nos canais de sódio das células 
das membranas nervosas alterando o impulso nervoso, provocando movimentos 
convulsivos, fases sintomáticas de excitação, paralisia e subsequente morte do inseto, 
enquanto o BHC (Hexacloreto de benzeno) e ciclodienos (dieldrina) atuam nos 
recetores GABA (gama ácido aminobutírico). O DDT foi amplamente utilizado no 
século passado, contudo nos finais da década de 70, a Organização Mundial de Saúde 
proibiu a utilização de organoclorados devido aos seus efeitos ambientais adversos e a 
resistência dos mosquitos (Marquardt, 2010). Tornou-se percetível que estes compostos 
têm efeito cumulativo no solo e nos tecidos animais e vegetais, o que constitui um 
inconveniente de reconhecida gravidade. Atualmente estes inseticidas são utilizados em 
caso excepcionais, em pulverizações intra-domiciliárias, podendo a sua ação perdurar 
por um período de um ano, após a sua aplicação. 
 
Devido ao aparecimento de resistências aos organoclorados surgiram, como medida 
alternativa os organofosfatos, que são inseticidas com elevada toxidade tanto para 
insetos como para mamíferos. Este problema foi ultrapassado em 1950 com a 
descoberta de um composto com vasto espetro de ação e reduzida toxicidade, o 
malatião. Os organofosfatos atuam pela inibição da enzima acetilcolinesterase (AChe) e 
pelo bloqueio da transmissão dos impulsos nervosos, apresentando como limitação a 
baixa especificidade, acabando por eliminar espécies inofensivas (Marquardt, 2010). 
 
Os carbamatos atuam de forma semelhante aos organofosfatos, inibem a atividade da 





particularmente utilizados em pulverizações intra-domiciliárias no controlo da malária 
em áreas da América Central. 
 
Os piretróides foram desenvolvidos a partir das piretrinas, compostos ativos extraídos 
das flores do piretro (Chrysanthemum spp) e, tal como o DDT, atuam ao nível do canal 
de sódio das membranas das células nervosas. Entre o final de 1940 e 1950 surgiram 
vários compostos sintéticos de piretrina, muito instáveis com a exposição à radiação 
ultravioleta. Apresentam como vantagem o facto de se degradarem rapidamente no 
meio ambiente, não se acumulando nos ecossistemas, sendo portanto muito eficazes na 
luta contra os insetos com importância médica (Marquardt, 2010). 
 
Em 1970 foram descobertas a permetrina, deltametrina e lambda-cialotrina, inseticidas 
de grande sucesso, por serem considerados de manipulação segura, estáveis à radiação 
atmosférica entre outras características, o que fez com que esta nova geração de 
inseticidas se tornasse o grupo com maior impacte comercial. Em 1995, o uso de 
piretróides representava 23% do mercado internacional de inseticidas (Soderlund, 
2008). São utilizados em pulverizações intra-domiciliárias e constituem o único grupo 
de inseticidas licenciados pela OMS para impregnar redes mosquiteiras. 
Resumindo, os compostos organofosfatos, os carbamatos e os piretróides, por se 
degradarem rapidamente no meio ambiente, deixam menos resíduos cumulativos e, por 
conseguinte, são recomendados como larvicidas no controlo dos mosquitos. Como os 
piretróides apresentam também elevada toxicidade para peixes, não é aconselhável a sua 
aplicação em controlo larvar de mosquitos.  
 
De um modo geral, a contaminação da água por larvicidas é temporária e a maior parte 
dos elementos químicos degradam-se ao fim de alguns dias. Porém, conforme referido 
atrás, os organofosforados tendem a persistir como contaminantes durante mais tempo. 
 
Dado o problema da resistência dos mosquitos à grande maioria dos larvicidas 
convencionais, torna-se imprescindível recorrer à utilização de medidas alternativas, 





insetos, bactérias larvicidas, entre outras. Os últimos dois grupos referidos não são 
tóxicos para os peixes, mamíferos e outros organismos não-alvos. 
 
Os larvicidas mais frequentemente utilizados são os organofosfatos, tais como o Abate 
(=Temephos), o fenitrotião e o clorpirifos. 
Os piretróides tais como a deltametrina e a permetrina podem também ser utilizados 
como larvicidas. Contudo, como afetam não só os insectos, como já se referiram, mas 
também peixes, crustáceos e outros animais aquáticos, a sua aplicação torna-se restrita a 
casos específicos, sempre sob supervisão de equipas especializadas. 
 
Os reguladores de crescimento de insetos (“IGR - Insect Growth Regulator”) são 
inseticidas de ação indireta, altamente tóxicos para os insetos, que atuam inibindo a 
formação de quitina nos estádios imaturos, comprometendo o seu desenvolvimento 
(Service, 2008). Têm como vantagem o facto de apresentar baixa toxicidade para os 
mamíferos, aves, peixes e insetos adultos mas, em contrapartida, são muito tóxicos para 
crustáceos e outros imaturos de insetos aquáticos. A sua utilização é limitada não só 
devido ao elevado custo, mas também à restrita disponibilidade nos países mais 
afetados. 
O pireproxifeno é um exemplo bem conhecido de um composto “IGR”, tratando-se de 
uma hormona juvenil, análoga à dos insetos, que afeta muitos artrópodes. Os 
reguladores de crescimento têm sido usados no controlo de pragas agrícolas nas últimas 
décadas e têm sido eficazes também em mosquitos. Utilizada em baixas concentrações 
previne a emergência de Ae. aegypti. Doses muito baixas desta hormona podem também 
afetar os adultos reduzindo a fecundidade e a fertilidade. Tem ainda como vantagem 
adicional o facto da fêmea adulta contaminada poder transferir doses efetivas do 
referido composto para qualquer biótopo por onde ela passa (McCall e Kittayapong, 
2007). Novas fórmulas deste produto têm sido desenvolvidas para prolongar a sua 
eficácia por mais tempo e deste modo reduzir a necessidade da sua reaplicação 
(Sihuincha et al., 2005). 
 
De entre os inseticidas de ação indireta encontram-se ainda as feromonas, compostos 





pesticida, mas as suas características biológicas permitem a sua utilização no controlo 
de pragas (Silverstein, 1981; Mendes, 1989). As feromonas podem ser usadas como 
atrativos em armadilhas, reduzindo diretamente a densidade da população, ou podem ser 
difundidas no ar induzindo alterações comportamentais, como por exemplo, dificuldade 
de os machos localizar as fêmeas, diminuindo-se deste modo o número de 
acasalamentos, e a densidade populacional (Matos, 2000). 
 
Quando se faz o controlo químico dos mosquitos na fase adulta, as estratégias de 
aplicação dependem em grande parte dos hábitos de alimentação e repouso da espécie-
alvo.  
 
Um dos primeiros mecanismos de aplicação de inseticida na exterminação de mosquitos 
em repouso foi as “Flit-guns”, designação devida ao nome comercial do inseticida 
pulverizado. As versões mais modernas destes aspersores individuais ainda hoje são 
usadas quer em pulverizações intra-domiciliárias quer na nebulização de pequenas áreas 
de vegetação. Quando devidamente usado torna-se um valioso método de prevenção 
(Service, 1986). 
O conhecimentos dos hábitos de repousos dos mosquitos adultos, no interior das 
habitações antes e/ou depois da refeição sanguínea, torna-se relevante nas campanhas de 
controlo baseadas na pulverização de superfícies interiores, como paredes e telhados de 
habitações ou de abrigos para animais, com inseticidas residuais (Service, 1986). A 
pulverização residual de interiores é vulgarmente designada pela sigla IRS (indoor 
residual spraying) e é uma das principais intervenções no controlo dos vetores da 
malária (van der Berg, 2009; Vatandoost et al., 2009). 
 
Quando o mosquito vetor apresenta hábitos exofílicos, as aplicações de inseticida têm 
de ser efectuadas no exterior. O principal volume de qualquer formulação líquida de um 
inseticida consiste no solvente, sendo a quantidade do inseticida ativo reduzida. 
Aumenta-se a eficiência da aplicação se a concentração da solução inseticida 
pulverizada for escassa, mas dispersa num grande volume de solvente, numa dada área. 
Esta aplicação, conhecida como ULV (ultra-low-volume), é normalmente feita com 





nebulizações ULV, em regra, atuam principalmente sobre a parcela da população de 
culicídeos que se encontra ativa podendo, no entanto, afectar parte da população que se 
encontra em repouso em locais expostos. A pulverização ULV pode ser usada para 
prevenir ou controlar actuais surtos epidémicos, sendo que em situações de emergência 
a pulverização aérea permite um controlo vetorial mais rápido e eficaz. Este tipo de 
controlo tem sido usado para reduzir drasticamente a transmissão da dengue 
hemorrágica na América do Norte (Service, 2008). 
 
Os inseticidas químicos continuam a ter muita relevância nos programas de luta 
integrada contra os vetores. No entanto, o arsenal de inseticidas seguros e eficazes tem 
vindo a reduzir-se devido, quer ao aumento das resistências causado pela utilização 
intensiva e/ou incorrecta de inseticidas sintéticos (consequência da insustentabilidade 
económica dos atuais programas de controlo), quer aos efeitos adversos ambientais e em 
saúde pública (Zaim e Guillet, 2002). 
 
I.4.6 Repelentes como medida de proteção individual 
 
Os repelentes, apesar de não serem classificados como inseticidas, são na sua grande 
parte compostos sintéticos, que podem ser aplicados na pele ou roupa para prevenir 
ataques de insetos, carraças e ácaros ofensivos. A sua aplicação é aconselhável em 
situações em que outras medidas de controlo não são praticáveis ou são impossíveis de 
ser implementadas, podendo ainda ser utilizados como método de controlo 
complementar.  
 
O período de maior atividade de picada de uma população de insetos dura em média 
cerca de duas a quatro horas, mas o tempo de repelência de um composto químico é 
condicionado por fatores como a atividade e o grau de transpiração do indivíduo, a 
temperatura ambiente ou a espécie de inseto. No entanto, em muitas circunstâncias, a 
aplicação de repelente sobre a roupa/pele exposta pode ser o único meio possível de 
proteção contra picadas de insetos. Visto ser necessária uma única picada de um 
artrópode infetado para a transmissão do agente patogénico, torna-se crucial a pesquisa 





repelentes de insetos comerciais disponíveis normalmente são subdivididos em duas 
categorias - os sintetizados quimicamente e os derivados de óleos essenciais (Fradin & 
Day, 2002).  
 
O DEET (N,N-dimetil-meta-toluamida) é o repelente sintético mais usado desde 1950 e 
considerado o produto padrão em relação a todos os outros repelentes, apesar da sua 
eficácia ter consideráveis efeitos adversos, não oferecendo uma proteção eficaz a longo 
prazo.  
 
Apesar do mecanismo de ação e do alvo molecular do DEET não serem ainda 
conhecidos, estudos mostraram que este composto causa um bloqueio nas respostas 
electrofisiológicas, nos neurónios sensoriais olfativos, aos odores atrativos em An. 
gambiae e Drosophila melanogaster Meigen, 1830. O DEET, que tem sido o repelente 
de insetos “de eleição”, tem apresentado problemas de toxicidade, pelo que a sua 
utilização está a ser posta em causa. Assim, aumenta a necessidade de pesquisa de 
novas substâncias para uso como repelente.  
 
Os seres humanos ao longo dos tempos têm vindo a usar compostos derivados de 
plantas, tais como o eucalipto e a citronela ou mesmo incensos, para repelir picadas de 
insetos. Nos últimos anos, a utilização deste tipo de repelentes tem aumentado como 
uma alternativa viável aos inseticidas sintéticos. 
 
O óleo de citronela, extraído de várias espécies de Cymbopogon (erva citronela), apesar 
de demonstrar boa eficácia contra mosquitos, pode causar irritação em peles sensíveis e 
dermatites em alguns indivíduos, pelo que a sua aplicação apresenta limitações.  
 
Um repelente eficiente e seguro tornar-se-á útil na redução do contato humano-vetor e, 
consequentemente contribuirá para a interrupção da transmissão de doenças por vetores 
(Karunamoorthi & Sabesan, 2009; Logan et al., 2010). Os repelentes de insetos são uma 
alternativa económica ao controlo vetorial por inseticidas (Vatandoost & Hanafi-Bojd, 






A tecnologia de microencapsulação, uma tentativa corrente de resolver o problema da 
durabilidade dos inseticidas piretróides, também dos repelentes, tem demostrado 
qualidades acrescidas para reduzir o impacte ambiental dos pesticidas e melhorar o seu 
perfil toxicológico. Esta metodologia consiste na inclusão de um ingrediente ativo numa 
cápsula de polímero e a sua libertação gradual para o exterior, permitindo um 
prolongamento da sua atividade residual. A microcápsula fornece um local de 
armazenamento de uma determinada quantidade do agente funcional e um escudo 
protetor aos efeitos solares, à humidade e ao oxigénio. A libertação do agente funcional 
ocorre por difusão através da cápsula e/ou ruptura das microcápsulas. 
Suspensões microencapsuladas de piretróides estão a ser comercializadas como 
“sprays” residuais de interiores. A micro-encapsulação revelou outras vantagens tais 
como redução do impacto ambiental dos pesticidas e melhoramento do perfil 
toxicológico.  
 
Uma das metodologias emergentes mais eficazes para a aplicação dérmica de repelentes 
naturais consiste na preparação de emulsões micrómetras, designadas de nano-emulsões 
ou mini-emulsões. As nano-emulsões são dispersões óleo-água com gotículas de 
tamanho compreendido de 100 a 600nm. Têm como vantagem a estabilidade cinética, 
uma solidez física a longo prazo e são hidrossolúveis sem alteração do seu tamanho, ao 
contrário das micro-emulsões. Preparados de nano-emulsões com óleo de citronela 
encapsulado por homogeneização a alta pressão, levaram a uma libertação lenta do óleo, 
aumentando o tempo de proteção contra mosquitos (Sakulku et al., 2009).  
 
Apesar dos produtos químicos como repelentes de mosquitos serem potencialmente 
promissores, impera a necessidade de se encontrar repelentes naturais para o uso 
comum por populações em zonas endémicas, especialmente aqueles que possam ser 
cultivados localmente e processados com baixa tecnologia. 
 
A aplicação de repelentes em tecidos, roupas ou redes é um recurso ainda pouco 
estudado que tem potenciais benefícios em termos de segurança, nomeadamente na 








Como tem sido referido, a resistência aos inseticidas tem ocorrido na maioria dos 
artrópodes, nomeadamente nos vetores de agentes patogénicos para seres humanos. Em 
1992, a lista de espécies vetoras resistentes a inseticidas incluía 56 mosquitos 
anofelíneos e 39 mosquitos culicíneos, piolhos, percevejos, triatomíneos, oito espécies 
de pulgas e nove espécies de carraças (WHO, 1992). A resistência surgiu para todas as 
classes químicas de inseticidas, incluindo microbianos e reguladores de crescimento de 
insetos (Brogdon et al., 1998).  
 
Os produtos naturais de origem vegetal ressurgem como uma promissora fonte de 
substâncias bioativas potencialmente úteis na luta química contra os insetos, atuando 
como ovicidas, larvicidas e/ou adulticidas. Dado que a sua síntese está muitas vezes 
associada aos mecanismos de defesa das plantas contra inimigos naturais (Mello e 
Silva-Filho, 2002), os compostos biossintetizados pelas plantas, metabolitos 
secundários, apresentam geralmente maior especificidade para os organismos-alvo, são 
biodegradáveis e comportam menores riscos ambientais (Sukumar et al., 1991; Matos, 
2000; Grayer et al., 2001). Um vasto número de diferentes espécies de plantas, de várias 
regiões geográficas, tem revelado potencialidades fitoquímicas, capazes de causar 
vários efeitos de toxicidade aguda ou crónica nos insetos (Rocha, 2003; Rasheed et al., 
2005; Sharma et al., 2006; Amer & Mehlhorn, 2006 a, b; Rocha, et al., 2008, Rose et 
al., 2009, Benelli et al., 2012).  
  
Extratos vegetais de diversas plantas demonstraram efeitos adversos na fecundação e na 
eclosão dos ovos de mosquitos, exibiram propriedades larvicidas significativas e 
promissoras, incluindo ainda efeitos como reguladores de crescimento (Shaalan et al., 
2005; Tabanca et al. 2012; Giatropoulos et al. 2012). Piretro, derris, quassia, nicotina, 
anabasina, azadiractina, D-limoneno, cânfora e turpentina são exemplos de importantes 
fitoquímicos inseticidas usados principalmente nos países desenvolvidos, antes da 






Nos últimos anos, os OEs obtidos de plantas têm sido considerados potenciais fontes de 
substâncias biologicamente ativas no controlo de vetores (Kelsey at al., 1984). Os OEs 
são misturas voláteis, geralmente aromáticas, obtidas por arrastamento de vapor de 
água, sendo normalmente produtos muito complexos e que têm na sua composição 
principalmente terpenos, com diferentes grupos funcionais, como por exemplo, álcoois 
(e.g. mentol), ésteres, cetonas (e.g. carvona) e aldeídos (e.g. citronelal), entre outros 
(Simas et al., 2004; Sangwan et al., 2001). Muitos destes compostos apresentam 
propriedades biocidas, nomeadamente inseticidas, como é o caso da pulegona (Grundy 
& Still, 1985), bactericidas como o carvacrol (Russel, 1986), fungicidas como o citral e 
o citronelol (Duke, 1992; Gata-Gonçalves et al., 2003) e herbicidas como o limoneno 
(Lydon & Duke, 1989). 
 
Apesar de reconhecidas vantagens, como a ação e degradação rápidas, toxicidade baixa 
a moderada para mamíferos, maior seletividade e baixa fitotoxidade, os bio inseticidas 
apresentam algumas desvantagens, como necessidade de utilização de composto 
sinergista, baixa persistência, carência de pesquisas, escassez do recurso natural, 
necessidade de padronização química e controle de qualidade, dificuldade de registo e 
custo. Além disso, a falta de dados relacionados à fitotoxicidade, à persistência e aos 
efeitos sobre organismos benéficos e as dificuldades relacionadas ao isolamento de 
princípios ativos e a concentração em diferentes partes vegetais, também são algumas 
barreiras a serem ultrapassadas e mais estudos nesta área ainda são necessários (Isman, 
2000; Costa et al., 2004; Menezes, 2005). 
 
I.4.8. Proteção Integrada 
 
Este meio de luta consiste na utilização conjugada de uma grande diversidade de 
métodos, que abrange desde o controlo biológico às mobilizações mecânicas, ou até, ao 
uso controlado de inseticidas químicos. Neste tipo de prática tenta-se conciliar os 







O combate à malária e às arboviroses implica um esforço contínuo e integrado da 
investigação, quer ao nível da prevenção, quer ao nível do tratamento das doenças. O 
recurso a inseticidas sintéticos para o controlo das populações de mosquitos vetores de 
agentes patogénicos tem sido questionado, não só devido a fatores relacionados com a 
resistência dos mesmos aos inseticidas químicos como também às repercussões 
ambientais, consequência da utilização destes. Por outro lado, e na grande maioria dos 
casos, a não existência de vacinas eficazes e a resistência múltipla dos agentes 
patogénicos aos fármacos, reforçam a importância da utilização simultânea de várias 
abordagens no controlo dos mosquitos vetores, tendo como objetivo a diminuição da 
transmissão da(s) doença(s) a eles associadas.  
 
Um dos mais eficientes métodos de controlo de Ae. aegypti é feito através da eliminação 
de biótopos favoráveis à oviposição e que permitem o desenvolvimento das fases 
imaturas. Embora esta estratégia seja usada com sucesso, está limitada ao nível do 
compromisso da comunidade e ao facto de que por vezes os contentores mais 
produtivos são, frequentemente, os que não podem ser inutilizados ou esvaziados (e.g. 
poços de reserva de água). Nestes casos, o tratamento com larvicidas é permitido e 
aprovado pela Organização Mundial de Saúde (OMS), podendo ser utilizados 
compostos como o temefos, permetrina, piriproxifeno assim como o biocida Bacillus 
thurigiensis israelensis (Bti) (Goldberg, 1979) (McCall e Kittayapong, 2007). 
 
O controlo químico continua a ser a principal componente de programas de controlo da 
malária e, segundo a OMS, quatro classes de inseticidas químicos asseguram os 
programas de controlo vetorial: organoclorados, organofosfatos, carbamatos e 
piretróides. Os inseticidas piretróides são atualmente os únicos químicos recomendados 
pela WHOPES (World Health Organization Pesticide Scheme) para impregnação de 
redes, devido à sua baixa toxicidade para mamíferos e rápida atuação contra os 
mosquitos (Pennetier et al., 2007; Pennetier et al., 2009). É de salientar a importância 
de técnicas de pulverização interior, considerada uma das formas mais eficazes de evitar 
surtos epidémicos de malária no caso de vetores com hábitos endofílicos e endofágicos, 





O controlo vetorial visa a redução da densidade do vetor e do contacto hospedeiro /vetor 
pelo que, o controlo vetorial compreende diferentes estádios do ciclo de vida do 
mosquito, devendo conjugar métodos químicos, biológicos, ordenamento territorial, 
manipulação ambiental e medidas de proteção individual e coletiva. 
 
I.5. Modo de ação dos inseticidas 
 
O sistema nervoso dos insetos, mais especificamente a sinalização nervosa, tem sido 
considerado o alvo mais provável da ação dos OEs. Até a data, reconhecem-se várias 
formas de atuação atribuídas aos inseticidas de síntese comercializados. Como é 
possível constatar na Tabela 1, no mercado dos inseticidas existe uma elevada 
prevalência dos inibidores da acetilcolinaesterase (AChE), a enzima responsável pela 
clivagem do neurotransmissor acetilcolina. Para além destes, destacam-se os compostos 
que interferem ao nível dos canais de sódio (VgSCh) envolvidos na polarização e 
despolarização das células nervosas e propagação dos potenciais de ação. Segundo 
Nauen e Bretschneider (2002), ambos os tipos de inseticidas constituíam, há uma 
década atrás, cerca de 70% do mercado mundial. 
 
Os modos de atuação dos inseticidas sintéticos são de facto diversos. Para além dos 
referidos acima, outras classes de compostos podem interferir a diferentes níveis do 
sistema nervoso. Alguns compostos podem atuar como ligandos de recetores, 
desempenhando o papel de antagonistas dos recetores acetilcolina nicotínicos 
(nAChRs), localizados no sistema nervoso central dos insetos. Por outro lado, referem-
se os compostos antagonistas que atuam ao nível dos recetores do ácido γ-aminobutírico 
(GABA), situados no sistema nervoso central e periférico dos insetos (Nauen e 
Bretschneider, 2002). Outros inseticidas atuam a nível da respiração celular, mais 
especificamente ao nível da mitocôndria, inibindo alguns complexos da cadeia de 
transporte de electrões ou funcionando como desacopladores entre o processo da 
fosforilação oxidativa e a cadeia de transporte (Nauen e Bretschneider, 2002). Por outro 
lado, destacam-se os análogos das hormonas ecdisonas (esteróide) e hormona juvenil 
(sesquiterpenóide) como alternativas promissoras no controlo dos insetos (Dhadialla et 





iniciação e coordenação dos processos de muda larvar e de metamorfose, funcionando 
como aceleradores nas mudas dos insetos (Nauen e Bretschneider, 2002). 
 
Tabela 1 - Modos de ação dos 100 inseticidas/acaricidas mais vendidos.  
Modos de ação % Vendas Exemplo 
Acetilcolinaesterase 52 Carbamatos e Organofosfatos 
Canais de sódio 18 DDT, Piretróides, Isobutilamidas 
Recetores de acetilcolina  12 Neonicotinoides, Spinosad (agonistas) 
Gaba recetores / canais de Cloro 8,3 Arilamino-pirazol, Dieldrin 
Biossíntese da quitina 3,0 Benzoilfenilureas 
NADH desidrogenase 1,2 Rotenona, Piericidinas  
Desacopladores 0,7 Dinitrofenois, Chlorfenapyr 
Recetores Octopamina 0,6 Óleos essenciais 
Recetores Ecdisona 0,4 Tebufenozide, metoxifenozide, 
Halofenozide 
(adaptada de Nauen e Bretschneider, 2002) 
O mecanismo de atuação dos constituintes de OEs, ainda é pouco conhecido. No 
entanto, já se sabe que alguns destes constituintes podem desempenhar um papel 
inibitório na atividade da enzima acetilcolinaesterase (AchE), tal como se verifica para a 
maioria dos inseticidas. A inativação ou inibição desta última pode ser irreversível e 
resultar numa acumulação do neurotransmissor acetilcolina nas fendas sinápticas e nas 
junções neuromusculares. Desta acumulação de acetilcolina resulta uma estimulação 
contínua das fibras colinérgicas e do sistema nervoso central e periférico tendo como 
consequência final a paralisia e a morte (Shaaya & Rafaeli, 2007). 
 
Para além da AchE a octopamina desempenha múltiplos papéis nas funções fisiológicas 
dos invertebrados podendo atuar como neurotransmissor, neurohormona, e 
neuromodulador de uma forma análoga a norepinefrina dos vertebrados (Kostyukovsky 
et al., 2002). Atualmente foram identificados pelo menos três tipos diferentes de 
recetores octopaminérgicos nos insetos (Evans e Robb, 1993), cada um acoplado a 








I.6. Mecanismos de Resistência a inseticidas em mosquitos 
 
O desenvolvimento de estratégias efetivas na gestão de resistências aos inseticidas 
torna-se imperativo na atualidade, visto que a nível global continua a aumentar o 
número de populações de mosquitos resistentes, e na proporção inversa a 
disponibilidade de inseticidas eficazes. O desenvolvimento de tais estratégias tem sido 
suportado, principalmente, pelos recentes avanços no conhecimento da bioquímica e 
genética molecular dos mecanismos de resistência, assim como, no estudo da ecologia, 
fisiologia e dinâmica populacional das espécies culicídicas (Georghiou, 1994). 
 
Entende-se por resistência “a habilidade adquirida de uma estirpe de organismo para 
sobreviver a doses de um tóxico que mataria a maioria dos indivíduos numa população 
normal da mesma espécie” (Braga e Valle, 2007).  
 
Existem dois tipos de resistência nos insetos, a fisiológica e a comportamental, sendo a 
primeira a mais importante. O desenvolvimento de resistência fisiológica numa 
população de insetos está dependente do aparecimento de alterações genéticas e da sua 
seleção artificial devido ao contínuo uso de inseticidas. A evolução da resistência numa 
população depende de vários fatores incluindo a proporção de indivíduos originalmente 
resistentes, o grau de isolamento da população em comparação com as populações 
vizinhas não sujeitas a inseticidas, a taxa de reprodução e o tempo de geração do inseto. 
Este tipo de resistência pode surgir de diferentes mecanismos: (i) através do incremento 
da capacidade de um inseto metabolizar o inseticida num produto menos tóxico 
(designada de resistência metabólica); (ii) da absorção e armazenamento do inseticida 
nos tecidos; (iii) do aumento da impermeabilidade do tegumento ou da taxa de excreção 
do inseticida ou, ainda (iv) pela diminuição da sensibilidade do alvo-local deste 
(denominada de resistência local-alvo). Quando se suspeita de resistência nos vetores, 
devem-se realizar testes estandardizados pela OMS para determinar o nível de 
resistência. Basicamente, estes testes consistem na exposição de um elevado número de 
mosquitos a diferentes concentrações, de um ou mais inseticidas, e a contagem do 





A resistência comportamental diz respeito a capacidade dos vetores evitarem o contato 
com o inseticida, quer por mudanças de habitat quer por alteração de comportamento. 
Um exemplo de mudança comportamental é a alteração dos hábitos de repouso: 
mosquitos que originalmente são endofílicos, mas que devido ao contacto contínuo com 
o inseticida tornaram-se predominantemente exofílicos. A resistência resultante de 
mudanças comportamentais/ecológicas são consideravelmente mais difíceis de 
reconhecer e de quantificar do que as fisiológicas. Contudo, a OMS disponibiliza um kit 
padrão para medir este parâmetro nos mosquitos (Service, 1980) 
 
Em súmula, a resistência a inseticidas é tipicamente caraterizada por uma variedade de 
alterações moleculares, tais como mudanças transcricionais, amplificação de genes e 
mutações em regiões codificantes, que resultam no aumento da taxa de desintoxicação 
de inseticidas (resistência metabólica) ou na perda de sensibilidade dos seus locais alvo 
(resistência local-alvo) (Vontas et al., 2010) (Figura 7). 
 
Casos pontuais de resistência aos inseticidas baseados em alterações comportamentais 
também têm sido descritos (Hayes e Wolf, 1997), mas a sua existência é de difícil 
comprovação e normalmente surge em combinação com outro mecanismo de resistência 
(Taylor e Headley, 1975). 
O uso intensivo de piretróides no controlo de artrópodes levou ao desenvolvimento de 
resistências a estes compostos. Um importante mecanismo de resistência é conhecido 
como “knock-down resistance” (kdr). Os insetos que exibem kdr apresentam uma 
sensibilidade reduzida do local alvo dos piretróides e DDT, resultado de uma ou mais 
mutações na proteína do canal de sódio do inseto. O importante papel dos canais de 
sódio na resistência a inseticidas deu origem a vários estudos da sua estrutura e 















Figura 7 - Representação esquemática dos principais mecanismos envolvidos na 
resistência às várias classes de inseticidas. Adaptado de Brogdon e McAllister, 1998. 
Legenda: Ache - acetilcolinesterase; kdr - “knock-down resistance”; IGRs - “Insect 
Growth Regulators”; DDT - Dicloro-Difenil-Tricloroetano. 
 
A kdr ocorre devido à mudança de afinidade entre o inseticida e o seu local alvo no 
canal de sódio. É possível que um número limitado de mutações no local alvo possa 
levar à insensibilidade do nervo. No total, cerca de 20 polimorfismos nas sequências de 
aminoácidos do canal de sódio foram identificados e associados à resistência aos 
piretróides (Hemingway et al., 2004). 
 
A acetilcolinesterase (AChe) é o local alvo dos organofosfatos e carbamatos. Esta 
enzima é a responsável pela degradação da acetilcolina, neurotransmissor que, quando 
presente na fenda sináptica, promove a propagação do impulso nervoso, uma vez que 
provoca a abertura de canais de sódio na célula pós-sináptica. Numa situação normal, 
após o fim do estímulo, a acetilcolina é removida por recaptação ou por degradação 
enzimática, efetuada pela AChe. Os organofosfatos e carbamatos atuam inibindo a 
AChe e, em consequência, a acetilcolina permanece na fenda sináptica e o impulso não 





está relacionada com afinidade reduzida da AChe pelo inseticida, o que permite a 
interrupção normal – ou quase – do estímulo nervoso (Brogdon e McAllister, 1998; 
French-Constant et al., 1998; Hemingway, 2000). 
 
Os recetores do ácido gama-aminobutírico (GABA) são o local alvo dos ciclodienos e 
organoclorados. Pertencem a uma superfamília de recetores presentes nas junções 
sinápticas do sistema nervoso central e das sinapses neuromusculares dos insetos 
(Hemingway, 2000). Os inseticidas atuam sobre os recetores GABA, impedindo a 
entrada de iões cloro para o meio intracelular e, com isso, provocando a emissão de 
impulsos espontâneos que levam à contração muscular, convulsões, paralisia e morte 
(Braga e Valle, 2007).  
 
Os mecanismos mais comuns de resistência metabólica envolvem esterases, glutatião S-
transferases (GSTs) e monooxigenases. A maioria dos casos de resistência metabólica, 
pode ser detetada através da comparação do nível da atividade destes enzimas entre a 
população em estudo e uma colónia da mesma espécie tipificada como sensível. Na 
última década, com os avanços do conhecimento da base molecular destes mecanismos 
de resistência espera-se, que num futuro próximo, através da manipulação dos padrões 
de expressão destes sistemas enzimáticos, poder-se restaurar a suscetibilidade aos 
inseticidas em populações atualmente resistentes (Hemingway, 2000). 
 
A resistência mediada por esterases é comum em vários insetos. As esterases tanto 
produzem uma resistência de amplo espectro aos inseticidas, através de uma rápida 
ligação e consequente sequestração do composto, como produzem uma resistência de 
curto espectro, através do metabolismo de uma restrita classe de inseticidas contendo 
uma ligação éster. Fenómenos de amplificação génica estão, frequentemente, na base da 
resistência mediada por esterases através de mecanismos de sequestração do composto 
inseticida. Por outro lado, a presença de resistência como resultado de um aumento da 
taxa metabólica destes enzimas pode estar associada a mutações em genes estruturais. 
Este mecanismo envolve principalmente a resistência aos organofosfatos, 





As monooxigenases citocromo P450-dependente formam um importante sistema 
metabólico envolvido na regulação de títulos de compostos endógenos tais como 
hormonas (e.g. esteróides), ácidos gordos. Estão ainda envolvidas no catabolismo e 
anabolismo de xenobióticos tais como drogas, pesticidas e toxinas de plantas. Em 
eucariotas, as P450s encontram-se no retículo endoplasmático e na mitocôndria (Scott, 
1999). 
 
Nos insetos, as monoxigenases atuam de modo semelhante participando em 
mecanismos associados ao crescimento, desenvolvimento, alimentação, resistência e 
tolerância a inseticidas e toxinas. Além disso, as monooxigenases estão intimamente 
ligadas à síntese e degradação de hormonas de inseto e feromonas. Por exemplo, 
indutores (ou inibidores) das P450s podem produzir mudanças no desenvolvimento, 
morfologia e/ou sobrevivência de insetos holometabólicos, muito provavelmente devido 
à alteração dos títulos de hormonas via indução ou inibição de uma ou mais P450s 
(Scott, 1999).  
 
A resistência a inseticidas mediada por monooxigenases é possivelmente o mais 
frequente tipo de metabolismo encontrado. A importância das monooxigenases na 
resistência a inseticidas ficou evidente em 1960, quando foi mostrado que a resistência 
ao carbaril podia ser anulada por um inibidor das P450s (Scott, 1999). A desintoxicação 
metabólica é frequentemente associada com a atividade das monooxigenases, 
nomeadamente nos casos de resistência específica aos piretróides. No entanto, esterases 
não específicas e GSTs elevadas também já demonstraram conferir resistência aos 
piretróides (Brengues et al., 2003). 
 
I.7. Espécies vegetais em estudo e sua importância 
 
Este subcapítulo engloba caraterização mais relevante das espécies vegetais em estudo, 
sob o ponto de vista: botânico, propriedades, aplicações medicinais e biocidas habituais, 
de Azadirachta indica, Foeniculum vulgare, Melia azedarach, Mentha pulegium e 





preliminares de avaliação de propriedades inseticidas, tendo sido escolhidas as mais 
eficazes. 
 
Apresentam-se as espécies estudadas por ordem de obtenção do material e o seu 
processamento em laboratório. 
 
Os nomes científicos apresentam-se segundo o sistema filogenético de classificação das 
plantas com flor: “The Angiosperm Phylogeny Group” (APG III) baseado na 
sistemática molecular.  
 
I.7.1. Sambucus nigra 
Família: ADOXACEAE  
Género: Sambucus  L. 
Espécie: Sambucus nigra L. (Figura 8) 
 
Figura 8 - Sambucus nigra 
(fotografia da autora). 
Carateres morfológicos 
Arbusto ou pequena árvore rizomatosa, caducifólia; caule muito ramificado com 
ritidoma sulcado, suberoso e lenticulado. 
Folhas opostas, estipuladas, com 5-7 segmentos; segmentos peciolulados, até cerca de 
10 x 5 cm, ovado-lanceolados a ovado-elíticos, ápice acuminado, margem serrada, 
levemente pubescentes nas nervuras da página inferior. 
Flores pequenas, bissexuadas, actinomórficas e pentâmeras, reunidas em grandes 
corimbos compostos; cálice tubuloso, lobos curtos, triangulares e persistentes; corola 
rodada, branca, lobos imbricados, arredondados; estames inseridos na parte superior do 
tubo da corola, alternos com os lobos da corola; ovário semi-ínfero, 3-5 loculado, 





Fruto drupáceo, com cerca de 6,5 mm de diâmetro, globoso, negro.  
Carateres ecológicos 
Cresce e desenvolve-se em climas temperados, em altitudes inferiores a 1700 m, 
normalmente em zonas influenciadas por cursos de água, matas, sebes húmidas e 
sombrias, mas também prospera em solos secos ou locais quentes e com muita luz.  
Vive bem em qualquer tipo de solo, como ácido ou muito alcalino. Tolera poluição 
atmosférica e locais costeiros. É resistente à poda, regenerando mesmo quando cortada 
pela base (6).  
 
Ocorrência 
Ocorre naturalmente em grande parte da Europa e Oeste e Sudoeste da Ásia.  
Em Portugal ocorre em grande parte do território, exceto no sudoeste ocidental e centro 
Oeste do vale do rio Tejo. 
Encontra-se introduzida e naturalizada em diversas regiões temperadas do mundo, como 
Norte de África e Macaronésia.  
 
Nomes vulgares portugueses 
Candelheiro, canineiro, flor-de-sabugueiro, galacrista, rosa-de-bem-fazer, sabugo, 
sabugueiro, sabugueiro-negro, sabugueiro-preto (7). 
 
Propriedades e usos mais frequentes 
As folhas de S. nigra são ricas em glicósido samburigina-amigdalina, benzaldeído e 
ácido cianídrico. Devido à forte ação repelente destes compostos ativos a infusão das 
folhas de sabugueiro pode também ser utilizada para evitar picadas de mosquitos e de 
outros insetos. Na literatura existem poucas referências à sua atividade nos insetos.  
Esta planta é usada em diversas áreas: gastronomia (em doces), tintureira (usada em 
vinho e em tecidos), inseticida, repelente de vertebrados; medicinal (aparelho 
respiratório, digestivo, contra diarreias e queimaduras bem como tratamento para 
diabéticos, também medicinal para o gado.  
O sabugueiro é um arbusto que está largamente representado em Portugal, onde é usado 
e visto com interesse na produção de bebidas e na indústria alimentar (uso das 





crescente em algumas regiões do norte e centro (e.g. região de Tarouca) 
(http://bagasabugueiro.blogspot.pt/2006/12/caractersticas-e-propriedades.html), pelo 
que é muitas vezes cultivado. 
 
I.7.2. Melia azedarach                                  
Família: MELIACEAE  
 Género: Melia L.  
Espécie: Melia azedarach L. (Figura 9) 
 
Figura 9 - M. azedarach  




Árvore até 10-15 m de altura, caducifólia nas zonas temperadas e perenifólias nas 
tropicais húmidas; tronco ereto, cilíndrico, com ritidoma cinzento-acastanhado, liso 
quando novo, esfoliando-se longitudinalmente com a idade; copa arredondada. 
Folhas alternas, compostas, em geral bipinadas, até 40 cm de comprimento; pecíolo, 
ráquis e peciolulos, em geral, plano-convexos, um pouco alados; folíolos 3-11, opostos 
a sub-opostos, curtamente peciolulados, de limbo até cerca de 7 x 3 cm, ovado a ovado-
lanceolado, ápice acuminado, margem serrada a crenada, base acunheada e assimétrica, 
verde-escuro na página superior, mais claro, puberulento e glanduloso na inferior, 
exalando um forte odor quando macerados. 
Flores numerosas e perfumadas, poligâmicas (bissexuadas e masculinas no mesmo 
indivíduo), reunidas em grandes panículas compostas de cimeiras, axilares; pedicelos 
curtos; cálice curto, profundamente partido, puberulento externamente; corola de 5 
pétalas livres com cerca de 1 cm de comprimento, linear-espatuladas, margem 
glandulosa, lilacíneas; estames até 12, com os filetes unidos num tubo estaminal, mais 
curto que as pétalas, purpúreo a violáceo; ovário súpero, em geral com 5 lóculos, 





Fruto drupáceo, com cerca de 15 mm de diâmetro, globoso a elipsoide, amarelo-claro e 
liso, podendo tornar-se acastanhado e enrugado, glabro, persistente.  
Carateres ecológicos 
M. azedarach adapta-se e vive numa grande amplitude de condições tanto de solo como 
de temperatura, sobretudo em climas temperados-quentes a quentes.  
Desenvolve-se melhor em solos profundos, férteis, bem drenados e areias argilosas, mas 
suporta e cresce nos solos pouco profundo, salinos, alcalinos, não se desenvolvendo 
bem nos muito ácidos. 
Vive com calor e secura ambiental, mas necessita de alguma humidade no solo e 
bastante sol, não tolerando a sombra (Henderson, 1991, Time Life Plant Encyclopedia 
Virtual Garden, 1999).         
Desenvolve-se até 1800 m de altitude, como junto dos Himalaias, suportando 
temperaturas negativas, até cerca de -5ºC, e temperaturas positivas até cerca de 38ºC. 
 
Ocorrência 
A espécie ocorre naturalmente desde a Ásia temperada, à tropical e Austrália, isto é, das 
faldas dos Himalaias até ao nível do mar, da Índia, China e Austrália tropical. 
Encontra-se introduzida, e muitas vezes naturalizada, por vezes infestante, em muitas 
regiões tropicais, subtropicais e temperadas quentes, como ornamental, árvore de 
arruamento, sombra de diversas culturas economicamente importantes, como a de 
cafeeiro. 
Em Cabo Verde é encontrada em quintais, junto das habitações e nas povoações e 
algumas vezes é subespontânea. Encontra-se nas Ilhas de Santo Antão, São Vicente, São 
Nicolau, Sal, Boavista, Santiago, Fogo e Brava. (Gonçalves, 2002). 
 
Nomes vulgares portugueses 
Amargoseira, conteira, mélia, mélia-do-himalaia.  
 
Nomes vulgares cabo-verdianos 
Intendente (Santo Antão, São Vicente, São Nicolau e Fogo) ou Tendente (Santiago e 






Propriedades e usos mais frequentes 
M. azedarach apresenta uma ampla utilização popular, tem vários princípios ativos 
isolados e várias propriedades farmacológicas testadas e devidamente comprovadas. 
Entre estas ações destacam-se a atividade antiviral, antimicrobiana, antimalárica, 
antiparasitária, inseticida, contracetiva e citotóxica (Tabela 2). 
Os extratos de folhas e de sementes contêm vários compostos ativos, dos quais, 
azadiractina, salanina, meliantriol e nimbim são os principais e possuem comprovada 
ação inseticida (Vishnukanta, 2008). 
Tabela 2 - Propriedades biocidas apresentadas por diferentes partes de M. azedarach. 
ATIVIDADE ORGÃOS REFERÊNCIAS 
Antihelmíntico 
 
Folhas e sementes 
 
Yamasaki et al, 1998 
Frutos 
Matias et al, 2002 
 
Antimicrobiano Folhas, Caule e Raiz Khan et al., 2001 
Antipirético, tratamento de 
eczemas e asma 
Frutos Oelrichs et al.,1983 
Inseticida 
 
Folhas, Frutos e sementes 
 
Srivastava et al., 1985 
 Yamasaki et al., 1988; Huang et al., 1995; 
Cabral et al., 2000; Dantas et al., 2000;  
Matias et al., 2002; Carpinella et al.,2002 
Padrón et al., 2003; Nathan et al., 2006; 
Coria et al., 2007; Simões et al, 2007; 
Carpinella et al.,2002 e 2007;  
Ikram et al., 2012; McKenna, 2013 
Fungicida Frutos 
Carpinella et al.,1999 
Kahn et al., 2001 
Bactericida Folhas Khan et al, 2008 
 
Segundo Matias et al. (2002) várias classes de metabolitos estão presentes nos órgãos 
de M. azedarach, nomeadamente, triterpenóides e esteróides, alcalóides, proteínas, 







Tabela 3 - Metabolitos presentes em Melia azedarach com atividade biológica descrita. 
Metabolitos Órgão da planta Atividade biológica  Compostos ativos 
Azedarachol Raiz Inseticida Esteróide 
Melianol Fruto Antihelmíntico Triterpeno 
Meliantriol Fruto Antihelmíntico Triterpeno 
Cinamol Sementes Repelente Triterpeno 
Campesterol Sementes Repelente Fitoesterol 
(Adaptado de Matias et al., 2002) 
 
I.7.3. Azadirachta indica  
Família: MELIACEAE  
Género: Azadirachta A. Juss. 
 Espécie: Azadirachta indica A. Juss. (Figura10) 
 
Figura 10 - Azadirachta indica 
(fotografia da autora). 
Caracteres morfológicos  
Árvore pequena ou médio porte, até 15-20 m de altura, perenifólia; tronco retilíneo, de 
ritidoma cinzento-escuro, fissurado; copa arredondada e densa. 
Folhas alternas compostas, imparifoliadas, posicionadas na parte final dos ramos, até 
cerca de 36 cm de comprimento; pecíolo com 2 pares de glândulas na base; folíolos 8-
18, opostos ou subopostos, de peciólulo muito curto e espessado na base, limbo até 
cerca de 10 x 3 cm, ovado-lanceolado ou lanceolado-falciforme, ápice longamente 
acuminado, margem grosseiramente serrada, base assimetricamente truncada a 
acunheada, verde-escuro na página superior, verde-claro na inferior, glabro. 
Flores odoríferas, poligâmicas (bissexuadas e masculinas no mesmo indivíduo), 
reunidas em numerosas panículas, axilares, mais curtas que as folhas; pedicelos muito 





de 5 mm de comprimento, espatuladas, margem glandulosa, brancas; estames 10, com 
os filetes unidos num tubo estaminal um pouco mais curto que as pétalas, lobado no 
ápice, creme-pálido; ovário súpero, com 3 lóculos, estilete mais curto que o tubo 
estaminal, estigma capitado com 3 lóbulos. 
Fruto drupáceo, até 2 cm de comprimento, elipsoidal, verde-amarelado de início, 
tornando-se avermelhado na maturação. 
 
Carateres ecológicos 
Espécie que cresce numa grande amplitude de condições, relativamente ao solo e 
temperatura. 
Desenvolve-se melhor em áreas de clima tropical e subtropical, com solos profundos, 
arenosos, bem drenados, neutros ou levemente ácidos, e grande exposição à luz solar, 
mas tolera alguma amplitude destas condições. 
Vive bem até 700 m de altitude, contudo desenvolve-se até 1500m.  
Tem excelente tolerância à seca e temperaturas altas, mas não suporta solos 
encharcados, sombra prolongada e temperaturas abaixo de 4ºC. 
 
Ocorrência 
Não existe a certeza quanto à origem de A. indica, mas crê-se ser nativa da região 
asiática, Assam (Índia) - Bangladeche – Myanmar. 
Atualmente encontra-se largamente cultivada e naturalizada em todas as regiões 
tropicais e subtropicais, como ornamental, árvore de sombra, controladora da erosão, 
produtora de madeira para construção, mobiliário e carvão e para fins medicinais.  
 
Nomes vulgares 
Amargosa, nem ou nim. 
 
Propriedades e usos mais frequentes 
A. indica é muito conhecida e cultivada na Índia devido as suas propriedades 
medicinais, sendo utilizada há mais de 4000 anos (Gurpreet et al., 2004). A sua 





pragas agrícolas e, mais recentemente, têm sido avaliados os seus efeitos em insetos 
vetores de agentes patogénicos (Dua et al., 2009).  
Apresenta atividade em mais de 200 espécies de organismos, sendo várias espécies de 
lepidópteros, coleópteros homópteros, dípteros e heterópteros (Martinez, 2002). Existe 
referências à ação antifágica, reguladora de crescimento e esterilizante em nematóides, 
fungos, bactérias e alguns fitovírus, (Tabela 4), (Singh, 1996; Souza, 2002; Schmutterer, 
1988).  
Tabela 4 - Propriedades medicinais e atividades biológicas apresentadas por diferentes 
partes de A. indica. 
ATIVIDADE ORGÃOS REFERÊNCIAS 
Anti-helmíntico Diferentes orgãos Costa, 2004 
Antimicrobiano Folhas Shravan et al, 2011 
Antioxidante Folhas e Flores Sithisarn et al, 2005 
Anti VIH/SIDA Folhas Mbath et al, 2007 




Sementes e Casca 
 
Gratz et al.,1989; Nathan et al., 2005 
Okumu et al., 2007; Howard et al., 2009; 
Aremu et al., 2009;Caser et al., 
Knols, 2010; Ndionel et al., 2013 
Fungicida Folhas Khajista et al., 2013 
Bactericida Folhas Banerjee et al., 2013 
 
I.7.4. Mentha pulegium 
Família: LAMIACEAE  
Género: Mentha L. 
Espécie: Mentha pulegium L. (Figura 11) 
 
Figura11 - Mentha pulegium  






Planta herbácea vivaz, fortemente aromática, com estolhos enraizando nos nós, caules 
prostrados a eretos, de secção quadrangular, por vezes avermelhados, mais ou menos 
estriados pilosos. 
Folhas oposto-cruzadas, pecíolo curto até 6 mm, limbo até cerca de 6 x 3 cm, ovado a 
elítico, elítico-oblongo a obovado, ápice obtuso a arredondado, margem inteira ou com 
cerca de 6 pares de dentes curtos, base arredondada, puberulento, 3-4 pares de nervuras 
bem evidentes.   
Flores numerosas, dispostas em inflorescências compostas de verticilastros axilares, 
subtendidos por brácteas foliáceas; cálice bilabiado, 5-dentado, hirsuto e 
conspicuamente nervado; corola fracamente bilabiada, pilosa, 4-lobada, lilacínea; 
Estames inseridos sobre o tubo da corola, quase iguais, exsertos; ovário súpero, 4- 
loculado, estilete exserto, estigma bífido. 
Fruto formado de 4 mericarpos. 
 
Carateres ecológicos 
M. pulegium requer, para viver, locais húmidos ou ocasionalmente inundados, valas, 
charcos, lagoas, margens de cursos de água, represas ou açudes, todos os locais de 
condições semelhantes de climas temperados ou temperados quentes. Embora se 
desenvolva em solos arenosos, argilosos e pesados, com pH variável, de ácidos, neutros 
a alcalinos, soalheiros ou em semi-sombra, apresenta preferência por solos ácidos com 
humidade permanente ou temporária. 
 
Ocorrência 
Espécie natural de quase toda a Europa (excetuam-se algumas regiões no norte), Norte 
de África, toda a Macaronésia e Sudoeste da Ásia. 
 Em Portugal tem ocorrência natural. 
Atualmente encontra-se largamente cultivada e naturalizada em todas as regiões 
temperadas e subtropicais.  
 
Nomes vulgares portugueses 






Nomes vulgares cabo-verdianos 
Vergamota (Santo Antão). 
 
Propriedades e usos mais frequentes 
 
O OE da planta aromática M. pulegium tem na sua constituição principalmente: a 
pulegona, a mentona, a isomentona e a piperitona (Monteiro et al., 2007) entre outras 
cetonas e o limoneno. Os órgãos aéreos, vegetativos e reprodutivos encontram-se 
cobertos por indumento que inclui tricomas glandulares e não glandulares. Os OEs são 
produzidos nos tricomas glandulares (Monteiro et al., 2007). 
Mentha pulegium, vulgarmente conhecido como poejo, é um condimento emblemático 
da gastronomia do Alentejo (Póvoa, 2008), sendo também particularmente apreciada em 
Trás-os-Montes (Carvalho, 2010). É muito popular em Portugal devido ao famoso licor 
preparado com as inflorescências, o licor de poejo. O uso tradicional desta espécie 
centra-se em usos alimentares e na medicina tradicional. Nesta é usada a infusão das 
partes aéreas para combater constipações, gripes, tosse, facilitar a digestão, cólicas 
gastrointestinais e abrir o apetite. 
 O seu cultivo destina-se, essencialmente, a fins industriais, para extração do seu óleo 
usado em aromaterapia, saboaria, inseticidas e obtenção de mentol.  
A Tabela 5 apresenta referências de alguns estudos de atividade de óleos essenciais e 
extratos de diferentes órgãos desta planta quer na medicina tradicional, quer como 












Tabela 5 - Propriedades medicinais e atividade biológica de M. pulegium. 
Propriedades medicinais e atividade biológica Referências 
Antiséptico, Tratamento de problemas 
respiratórios, Tuberculose e da cólera 
Zargari, 1990 
 
Antiflatulento, carminativo, expetorante, diurético, 
antitússico, emenagogo 
Carvalho, 2010; Newall et al., 1996 
Antiespasmódico, sedativo, estimulante, febrífugo, 
antihelmíntico, facilitador do parto, antidispéptico 
 
Monteiro et al., 2007, Manez et al., 2008  
Tratamento de doença digestivas, da vesícula e dos 
rins 
 
Gruenwald et al., 1998 
Citotóxico Shirazi et al., 2004 
Antioxidante El-Ghorab, 2006, Mata et al., 2007 
Antimicrobiano Mahboubi & Haghi, 2008, Jazani et al., 2009 
Fungicida, inseticida  Choi et al., 2003 
Pavlidou et al., 2004;  
Conceição, 2008; Pavela, 2008; 
 Kumar et al., 2011; Benayad et al., 2012 
Acaricida Rim & Jee, 2006; Veeraphant et al., 2011 
 
I.7.5. Foeniculum vulgare  
Família: APIACEAE 
Género: Foeniculum Mill. 
Espécie: Foeniculum vulgare Mill. (Figura 12) 
 
 
Figura 12 - Foeniculum 










Planta herbácea rizomatosa bienal ou perene, perenifólia, atingindo 2,5 m de altura; 
rizoma esbranquiçado, armazenando muita água; caules eretos, estriados, tornando-se 
rígidos, ramificados na metade superior, glabros, verdes a glaucos. 
Folhas alternas, 3-4-partidas, as basilares até 43 x 35 cm, as caulinares 
progressivamente mais curtas e menos divididas, as superiores reduzidas a um pequeno 
apêndice; pecíolo de base dilatada e invaginante, de comprimento maior nas folhas 
superiores; segmentos filiformes e muito flexíveis, gradualmente menores. 
Flores 2 a 5 mm de diâmetro, numerosas, dispostas em umbelas compostas terminais e 
laterais; cálice nulo; corola de 5 pétalas livres, amarelo-vivo; estames 5, de filetes 
espessados na base; ovário ínfero, 2-loculado. 
Fruto formado de 2 mericarpos ligados a um eixo central resultante da base dos estames, 
ovoides, comprimidos e fortemente 5-sulcados.   
 
Carateres ecológicos 
F. vulgare é exigente relativamente às condições ecológicas para crescer e desenvolver-
se. 
Requer climas suaves, temperado-quentes, locais ensolarados com solos alcalinos, com 
pH entre 6,3 e 8,3, e que sejam bem drenados. 
Planta sobrevive em regiões de dia menos longo, mas só ocorre a frutificação em 
regiões de dias longos, com época de mais de 13,5 horas / dia. 
Quando é feita a cultura em zonas de climas mais quentes, necessita que aquela seja 
feita em zonas de altitude, para que ocorram as condições climáticas de zonas 
temperadas para poder crescer e desenvolver-se (Purwaningsih et al., 1999). 
 
Ocorrência 
Planta nativa da região Mediterrânea, estendendo-se à Madeira e Canárias, e Ásia 
ocidental. 
Ocorre cultivado ou naturalizado em Cabo verde, África do Sul, em quase toda a 





Encontra-se vulgarmente nas margens dos campos e caminhos, sebes, lugares secos e 
rochosos. 
Atualmente é cultivado, com diversas variedades hortícolas, em todas as regiões 
temperadas e subtropicais. 
Plantas aromáticas e medicinais, pertencentes à família das umbelíferas, de origem 
mediterrânea, eram cultivadas pelos egípcios como alimento, condimento, bebida e 
medicamento desde 1500 a. C. e na antiga Grécia e Roma (Tognolini et al, 2007; 
Purwaningsih et al., 1999; Tinoco et al., 2007). 
 
Nomes vulgares portugueses 
Fiôlho, funcho, funcho amargo, funcho bravo. 
 
Nomes Vulgares cabo-verdianos  
Vergamota (Santo Antão), erba doce, funcho, funcho gomado (Santiago).  
 
Propriedades e usos frequentes 
F. vulgare é fortemente aromática, comestível e medicinal, utilizada tradicionalmente 
em medicina, culinária (onde é aproveitada toda a planta) e bebidas espirituosas e 
aromatizante. Atualmente é usada numa vasta gama de indústrias alimentar, 
farmacêutica, perfumaria, cosmética e saboaria (Purwaningsih et al., 1999; Tinoco et 
al., 2007). 
Para além destas utilizações, apresenta vasta atividade biológica (Tabela 6).  
O cheiro e sabor característicos dos mericarpos (em geral designados por "anis" ou 
"erva-doce") resultam da presença de anetol, um composto fortemente aromatizante. 
 
A descrição das espécies vegetais em estudo e sua importância foram apoiados na 
seguinte bibliografia comum, que se encontra integrada no VI Capítulo das referências 
bibliográficas, (endereços “on line” consultadas na Internet numeradas de 6 à 16, bem 
como outras referências Franco, 1971; Franco, 1972; Rocha, 1996; Ahmed et al, 1997; 
Ahmed et al., 1997; Purwaningsih, et al., 1999; Salgueiro, 2005; Lillo, 2007; Proença 





Tabela 6 - Propriedades biocidas apresentadas por diferentes partes de F. vulgare.  
ATIVIDADE ORGÃOS REFERÊNCIAS 
Antihelmíntico 
 
Frutos Kumar et al., 2012 
  
Antimicrobiano Folhas e frutos Tinoco et al., 2007 
Carminativo, Digestivo, 
Diurético e Lactagogue 
Folhas, Caules e Frutos Reynolds,1982; Kowalchick et al., 1988; 
Marotti et al., 1993; Marotti et al., 
1994;Parejo et al., 2004  
Inseticida 
Acaricida 
Folhas, Frutos e sementes 
 
Chantraine et al., 1998;  
Kim et al., 2001; 
Mimica-Dukić et al., 2003; 
Cheng et al., 2004; 
Traboulsi et al., 2005; 
Lee et al., 2006  
Conti et al., 2010; 
Zoubiri et al., 2011 
Fungicida Sementes e Frutos Mimica-Dukić et al., 2003; 
Ozcan et al, 2006; Singh et al., 2006 
 Soylu et al., 2007 e Park et al., 2010 




I.8. Caracterização dos Óleos Essenciais (OEs) das plantas aromáticas e medicinais 
em estudo (M. pulegium e F. vulgare ) e vias Biossintéticas 
 
 
Os OEs são misturas complexas de substâncias voláteis, lipofílicas, com baixo peso 
molecular, geralmente odoríferas e líquidas, constituídos na maioria das vezes, por 
moléculas de natureza terpénica (Simões et al., 2004). Frequentemente apresentam odor 
agradável e intenso. Maior parte das vezes são extraídos das partes vegetais através de 
arraste do vapor de água, hidrodestilação ou expressão de pericarpo de frutos cítricos, 





CO2 supercrítico (muito utilizado na indústria) e por solventes orgânicos apolares (não 
apresentam valor comercial). 
 
Os OEs de plantas compreendem classes de compostos de origens biossintéticas 
distintas. Distinguem-se assim os constituintes terpenóides dos fenilpropanóides, com 
base na proveniência destes. Embora os terpenóides sejam os constituintes maioritários 
e mais frequentes dos OEs de uma grande variedade de plantas, quando presentes, os 
fenilpropanóides contribuem de forma significativa para o caracter aromático de alguns 
OEs, sendo assim indispensáveis (Sangwan et al., 2001). Quanto a biogénese 
terpenóides e fenilpropanóides resultam de vias e precursores metabólicos distintos e 
são gerados por vias biossintéticas completamente distintas (Sangwan et al. 2001). 
 
Os terpenóides constituem uma vasta família de produtos naturais, cujas estruturas 
contêm um esqueleto carbonado composto de várias unidades de isopreno (2-
metilbutadieno. Contudo, o isopreno não está envolvido na biossíntese destes 
compostos, também designados por isoprenóides, os quais são formados a partir de duas 
unidades em C5 o 3,3`-dimetilalil pirofosfato (DMAP) e o 3-isopentenil pirofosfato 
(IPP) (Lobo et al., 2007). 
 
Atualmente são conhecidas duas vias biossintéticas responsáveis pela formação do IPP 
e do DMAP. A via clássica do Mevalonato (MVA) ocorre predominantemente no 
citoplasma e mitocôndrias resultando na formação de esteróides, sesquiterpenos, 
ubiquinonas e outras (Lichtenthaler, 1997). Esta via carateriza-se pela condensação 
sequencial de três moléculas de acetil-CoA originando uma molécula de HMG-CoA 
(hidroximetil glutaril CoA) convertida para uma molécula de MVA pela acção da 
HMG-CoA reductase. Posteriormente, o MVA (com seis átomos de carbono) sofre duas 
fosforilações e uma descarboxilação resultando finalmente no IPP (Lichtenthaler, 1997). 
Além desta via, foi descoberta mais recentemente, em plantas, algas e bactérias, uma 
outra via de biossíntese de IPP independente de MVA. Esta “nova” via designada de 





formação de hemi-terpenos, monoterpenos, diterpenos e tetraterpenos (Eisenreich et al., 
2001). Nesta via, verifica-se a formação de um intermediário com cinco átomos de 
carbono, o D-1-desoxixilulose-5-fosfato (DXP), em vez do MVA, a partir de dois 
precursores, o piruvato e o gliceraldeido-3-fosfato (GAP) (Lichtenthaler, 1997). 
 
O processo de biossíntese dos terpenóides é mediado por várias enzimas. As prenil 
transferases participam nas reações de condensação do tipo “cauda cabeça” entre as 
moléculas dadoras do grupo prenil e o novo IPP, sendo responsáveis pela formação de 
geranil pirofosfato (GPP), precursora dos monoterpenos. A condensação desta cadeia 
em C10, com novas unidades de IPP origina sucessivamente as cadeias de farnesil 
pirofosfato (C15), geranilgeranil pirofosfato (C20) e geranilfarnesil pirofosfato (C25), 
precursoras dos sesquiterpenos, diterpenos e sesterterpenos, respetivamente. Por outro 
lado, a condensação de duas cadeias de farnesil pirofosfato, e a de duas cadeias de 
geranilgeranil pirofosfato, formam cadeias de 30 e 40 carbonos, precursoras dos 
triterpenos e dos tetraterpenos (carotenóides), respectivamente (Lobo et al., 2007).  
Foram já identificadas mais de vinte ciclases intervenientes nas reações 
intramoleculares entre átomos de carbono, o que permite compreender a enorme 
diversidade de compostos terpenóides que é possível encontrar na natureza (Charlwood 
e Bantorpe, 1991). 
 
A biossíntese de isoprenóides está relacionada com três compartimentos celulares, o 
citosol, a matriz mitocondrial e o estroma dos plastídios. O retículo endoplasmático é o 
sistema de membranas que participa da biossíntese dos terpenos em cooperação com o 
citosol. No caso da matriz mitocondrial e do estroma dos plastídios, é o sistema de 
membranas internas desses organelos que participa da cooperação na biossíntese 
(Kleing, 1989).  
 
A designação de fenilpropanóides aplica-se a um vasto grupo de compostos naturais 
muito distintos. O metabolismo deste grupo de compostos subdivide-se em muitas via 
metabólicas dando origem a milhares de compostos, alguns deles específicos de 
determinadas espécies (Weisshaar e Jenkins, 1998). Um dos mais importantes ramos 





Jenkins, 1998). A via principal, a partir da qual são originados os fenilpropanóides, 
designa-se por via do chiquimato. Esta via representa a via de biossíntese de 
aminoácidos aromáticos (fenilalanina e tirosina) que ocorre unicamente em 
microrganismos e plantas. 
 
A composição química dos OEs é determinada por fatores genéticos, porém, outros 
fatores podem causar alterações significativas na produção dos metabolitos secundários. 
De fato, os metabolitos secundários representam uma interface química entre as plantas 
e o ambiente. Os estímulos decorrentes do ambiente, no qual a planta se encontra, 
podem redirecionar a via metabólica, conduzindo a biossíntese de diferentes compostos. 
Entre estes fatores destacam-se: as interações planta/ microrganismos, planta/ insetos e 
planta/ planta; a idade e estádio de desenvolvimento, fatores abióticos como 
luminosidade, temperatura, pluviosidade, nutrição, época e horário de colheita, bem 
como técnicas de colheita e pós-colheita. É válido salientar que estes fatores podem 
apresentar correlações entre si, não atuando isoladamente, podendo exercer influência 
conjunta no metabolismo secundário. 
 
I.9. Acumulação de OE e sua localização em órgãos 
 
Os voláteis dos OEs são sintetizados, armazenados e libertados para o ambiente por 
uma variedade de estruturas existentes na epiderme e no mesófilo de plantas (Sangwan 
et al., 2001). Dependendo da família, os óleos essenciais cujos constituintes são na sua 
maioria terpenos podem ser encontrados em estruturas secretoras especializadas, tais 
como em tricomas glandulares, células parenquimatosas diferenciadas, ductos 
secretores ou células secretoras e podem estar armazenados em órgãos como folhas, 
caules, raízes, inflorescências e frutos. Embora todos os órgãos de uma planta possam 
acumular óleos, sua composição pode variar segundo a localização.  
 
As espécies de Apiaceae são caraterizadas pela presença de ductos secretores de OE 
localizados em diversos orgãos das plantas (frutos, caules, folhas, pecíolos, entre 





medular, na proximidade dos tecidos vasculares e ainda ductos de maior calibre entre o 





























O presente trabalho engloba um conjunto de ações, nomeadamente a colheita e 
processamento de plantas e o rastreio sobre alvos biológicos, dos extratos vegetais e 
óleos essenciais obtidos, através do qual se pretende: 
- Caracterizar o perfil químico dos extratos de Sambucus nigra L., Melia azedarach L. e 
Azadirachta indica Juss e óleos essenciais das espécies Mentha pulegium Linnaeus e 
Foeniculum vulgar Mill., de ilhas de Cabo Verde e de Portugal, as quais foram 
selecionadas a partir de estudos preliminares (Rocha et al, 2007; Matos et al., 2009);    
- Avaliar o efeito inseticida de produtos destas plantas em formas imaturas e adultas de 
Anopheles arabiensis, único vetor de malária em Cabo Verde, e de Aedes aegypti, 
principal vetor de febre-amarela e dengue, usando os protocolos da Organização 
Mundial de Saúde (OMS) para efetuar os testes de sensibilidade.  
- Avaliar a sensibilidade de populações de Ae. aegypti e An. arabiensis de Cabo Verde a 
alguns inseticidas químicos, utilizados no programa de luta anti-vetorial local; 
Estes objectivos gerais foram atingidos através de implementação de um conjunto de 
procedimentos que consubstanciam os seguintes objectivos específicos: 
i) Extração e caraterização dos fitoquímicos das plantas de Cabo Verde e de Portugal; 
ii) Avaliação das propriedades dos bio compostos através de testes de sensibilidade de 
OMS, (mosquitos imaturos e adultos mantidos em laboratório); 
iii) Determinação dos parâmetros de letalidade (CL50 e CL90) dos bio compostos mais 
eficazes para mosquitos capturados no terreno; 
iv) Comparação da toxicidade das plantas: Sambucus nigra, Melia azedarach, 
Azadirachta indica, Mentha pulegium e Foeniculum vulgare, nas duas espécies de 
mosquitos. 
v) Avaliação da sensibilidade de populações de Ae. aegypti e An. arabiensis de Cabo 





Em relação a este último objetivo não foi possível a sua execução devido a limitação do 
tempo e a morosidade do processo de implementação e produção da colónia de An. 
arabiensis.  
 
Com este estudo pretendeu-se aprofundar conhecimentos técnico-científicos na área dos 
bio-inseticidas, com avaliação de sensibilidade de populações de mosquitos vetores de 
agentes patogénicos a um conjunto de plantas autóctones, quantificação de parâmetros 
de letalidade dos extratos, óleos essenciais e constituintes ativos maioritários das 
mesmas. Espera-se que tais conhecimentos possam servir de base, à futuros trabalhos 
complementares a elaboração de formulações inseticidas e/ou repelentes, importante 



































III.1. Caraterização geográfica e edafoclimáticas do Arquipélago de Cabo Verde 
 
A República de Cabo Verde é um país insular africano e um arquipélago de origem 
vulcânica constituído por dez ilhas, situado no Oceano Atlântico, cerca de 640 km a 
oeste do Senegal, entre 14º 13’ e 17º 47’ de latitude Norte e 22º 45’ e 26º 22’ longitude 
Oeste (Figura13). 
 
Figura 13 - Mapa de Cabo Verde, adaptado (8). 
O arquipélago de Cabo Verde está localizado na zona sub-saheliana, apresentando um 
clima árido ou semiárido. O oceano e os ventos alíseos moderam a temperatura. A 
média anual raramente é superior a 25 °C e não desce abaixo dos 20 °C. A temperatura 
da água do mar varia entre 21 °C em Fevereiro e 25 °C em Setembro. As estações do 
ano são fundamentalmente duas: "as-águas" e "as-secas" ou "tempo das brisas". 
 
Em Cabo Verde, a dinâmica dos fatores climáticos e meteorológicos dominantes não 
favorecem a ocorrência de pluviosidade. As precipitações ocorrem principalmente entre 
Agosto e Setembro (60 % a 80 %), sendo que a quantidade de chuva é variável entre as 
ilhas em função da prevalência de fatores favoráveis à sua ocorrência, combinados com 
a topografia e a altitude. As ilhas montanhosas são as mais chuvosas, com destaque para 




Fogo (495 mm), Santiago (321 mm), Brava (268 mm) e Santo Antão (237 mm). As 
ilhas do Sal e Boavista apresentam valores médios anuais mínimos de precipitação (60 
mm e 68 mm) enquanto as restantes ilhas apresentam valores intermédios: 93 mm em 
São Vicente, 142 mm em São Nicolau e 150 mm na ilha de Maio. Não existem rios 
permanentes, o regime fluvial é torrencial e associado ao relevo acidentado, provoca 
correntes rápidas, com caudais de ponta significativos, que preenchem cursos de água 
efémeros (Moreno, 2013). 
 
Os solos formaram-se a partir de rochas vulcânicas tais como os basaltos, 
fotolitos, tufos, escórias, traquitos, andesites e rochas sedimentares, 
principalmente calcárias. São, na sua grande maioria, esqueléticos e pobres em matéria 
orgânica.  
 
Apenas 10% do solo é potencialmente arável; destes, 95% vêm sendo ocupados por 
agricultura de sequeiro e os restantes 5% por agricultura de regadio. Estes terrenos 
estão, na sua maior proporção, localizados em zonas semiáridas e áridas, onde a pressão 
dos fatores climáticos adversos se manifesta com maior intensidade, dificultando assim 
o estabelecimento do coberto vegetal, indispensável à produção agrícola (9).  
 
II.2. Material vegetal 
III.2.1. Colheita das plantas 
 
O material vegetal utilizado para todas as fases experimentais foi proveniente do campo, 
do espaço onde cresce e se desenvolve atualmente, respetivamente das regiões do Norte 
e Sul de Portugal e Arquipélago de Cabo Verde (ilhas de Santiago e Santo Antão), 
sendo todas as amostras recolhidas na mesma fase de desenvolvimento da planta.  
 
O trabalho de campo teve início com a colheita de folhas de Melia azedarach e 
Azadirachta indica na ilha de Santiago, na região Santiago Norte. Embora a ação 
inseticida de A. indica já estar bastante estudada, considerámos importante a sua 
inclusão neste estudo devido à sua abundância nas ilhas de Cabo Verde e por nunca ter 
sido testado qualquer material proveniente desta região geográfica.  





As folhas de M. azedarach e de A. indica foram retiradas das plantas no local, em 
diferentes épocas do ano: Agosto (época da chuva) e Dezembro (época seca) e foram 
transportadas para Lisboa devidamente acondicionadas em Outubro e Dezembro de 
2010, datas a partir das quais se deu início ao processo de extração. 
 
As folhas verdes de Sambucus nigra foram colhidas em Junho de 2011 em Vieira do 
Minho, Distrito de Braga. Esta planta é a única que não pertence à flora do arquipélago 
de Cabo Verde, tendo sido incluída no estudo dada a sua atividade larvicida, constatada 
em ensaios preliminares e com resultados bastante promissores (Rocha et al., 2008). 
 
A parte aérea de Foeniculum vulgare e as folhas verdes de Mentha pulegium foram 
colhidas na ilha de Santo Antão em Cabo Verde, na localidade do Porto Novo, no 
viveiro florestal de Cova, no mês de Agosto de 2011. A segunda espécie foi também 
colhida na Pedreira das Flores, Évora, em Janeiro de 2012. A segunda fase de colheita 
de M. azedarach também foi feita em Agosto de 2011 na ilha de Santiago. 
  
III.2.2. Identificação das plantas e preparação de exemplares para herbário 
 
Sob a orientação científica da Doutora Maria Cândida Liberato, Investigadora Principal, 
aposentada do Instituto de Investigação Científica Tropical (IICT), as espécies vegetais 
em estudo foram identificadas com base em espécimes retirados de todas as amostras 
coletadas em Cabo Verde e Portugal. 
Herborizaram-se exemplares e etiquetaram-se referenciando-se o coletor, número, local 
e data de colheita, de modo a serem depositados no Herbário do IICT (LISC) em Lisboa 
e desta forma assegurar a sua conservação, validar os espécimes e a origem geográfica 
das plantas em estudo. 
 
Os espécimes foram identificados através da análise dos carateres morfológicos 
externos, com o auxílio de lupa ocular quando necessário, com base em bibliografia de 
referência apropriada e comparação com materiais adequados. 
 




III.3. Processamento do material vegetal 
 
Na bibliografia é referido que todos os órgãos das plantas podem ser utilizados para 
extração de óleos essenciais mas, para melhor gestão de tempo, optámos por trabalhar 
apenas as folhas, com a exceção de Foeniculum vulgare e da Mentha pulegium, em que 
foi necessário incluir toda a parte aérea devido ao baixo rendimento destas plantas no 
processo de extração.  
 
Todos os trabalhos de secagem, produção de óleos e extratos vegetais decorreram no 
laboratório de Ecofisiologia e Biotecnologia (URGENP) do INIAV, em Oeiras.  
 
III.3.1. Obtenção de extratos vegetais  
 
A preparação dos extratos desenvolveu-se em 4 fases: secagem, extração, filtração e 
evaporação (Figura 14). 
 
 
Figura 14 - As diferentes etapas da preparação do extrato (fotografia da autora). 
 
A extração é um dos processos mais utilizados para o isolamento de compostos ativos 
presentes nas plantas medicinais (Marcano, 1991). Existem vários tipos de extração, que 
variam de acordo com a natureza da substância a ser extraída. Os fatores que interferem 
neste processo dependem de caraterísticas inerentes ao próprio material vegetal, do tipo 
de solvente e da complexidade da mistura obtida, do grau de afinidade do solvente para 
os diferentes constituintes, e da metodologia utilizada, ou seja se o processo decorre a 
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quente, por “Soxhlet” ou fervura, ou a frio, por simples contacto ou por agitação ou 
centrifugação, consoante a forma de extração mais indicada para cada caso (10). Pode 
ainda efetuar-se a extração com um único solvente ou utilizar um gradiente de solventes 
de polaridade crescente, aproveitando a afinidade de cada solvente para os vários 
constituintes da planta em análise, providenciando através de extração fracionada a 
obtenção de misturas menos complexas e que permitam mais facilmente a identificação 
dos constituintes bioativos presentes em cada um dos extratos orgânicos assim obtidos. 
 
No que respeita às características inerentes ao próprio material vegetal, o seu grau de 
divisão interfere com a eficiência da extração, ou seja se estamos perante uma estrutura 
física bem compactada, como nos caules e raízes, o solvente terá maior dificuldade em 
penetrar e atacar o conteúdo celular da planta, daí a vantagem de as estruturas vegetais 
serem submetidas a moagem fina, enquanto que no caso das folhas e flores, órgãos que 
apresentam estrutura mais frágil, não é necessária uma moagem muito fina. 
 
Em análises fitoquímicas, quando em presença de plantas de elevada complexidade 
química ou quando se desconhece completamente o conteúdo do material a analisar, 
deve proceder-se à extração fracionada com diferentes solventes, conforme referido 
acima. 
 
Na escolha de um solvente, além dos fatores relacionados com a eficiência do processo 
de extração, deve ainda ser considerada a toxicidade e os riscos inerentes à sua 
manipulação, a estabilidade das substâncias nele solubilizadas, a disponibilidade e custo 
do solvente. 
Fatores como a agitação, a temperatura e o tempo de duração do processo condicionam 
a eficácia da extração. A agitação pode reduzir período de extração, se tivermos em 
consideração que este depende de fenómenos de difusão e que a renovação do contato 









III.3.1.1 Secagem do material vegetal e produção de extratos 
 
Após a determinação da massa total fresca das folhas numa balança “Mettler”® estas 
foram distribuídas em vários tabuleiros e colocadas num compartimento às escuras com 
arejamento e à temperatura máxima de 35º C, durante cerca de 8 dias para secagem. 
Findo este período, avaliou-se o peso seco das folhas e procedeu-se em seguida à sua 
“moagem” num moinho “Moulinex”®, modelo 327, de forma a efetuar o cálculo de 
rendimento do peso seco.  
 
 
O extrato etanólico de M. azedarach foi obtido a partir de 200g de folhas secas 
grosseiramente moídas, que se adicionou 1,5 L de etanol (EtOH) p.a. num Erlenmayer 
de 2 litros. Após agitação manual, com movimentos circulares, para garantir que todo o 
material vegetal ficava submerso no solvente, este foi colocado num agitador magnético 
“Giratory Shaker - Modelo G2®, New Brunswick, USA”. O Erlenmayer foi 
devidamente tapado com papel de alumínio e parafilme de modo a evitar a evaporação 
do solvente e mantido em agitação, 50 rotações por minuto (rpm), durante 48 horas. O 
extrato em hexano de M. azedarach foi obtido também a partir de 200g de folhas secas 
e moídas, a que se adicionaram 1,5 L de n-hexano (n-Hex) num Erlenmayer de 2 litros. 
A mistura foi colocada num agitador e procedeu-se nas mesmas condições descritas 
para o extrato em etanol. 
 
Todo o material de vidro utilizado na evaporação foi previamente lavado 2 vezes com 
acetona de modo a eliminar eventuais resíduos contaminantes e colocados durante 
alguns minutos numa estufa a 40 ºC para eliminação da acetona de lavagem.  
 
O protocolo de extração para as folhas de S. nigra e de A. indica é o mesmo utilizado 
para a M. azedarach apenas variando a quantidade de material vegetal e os solventes de 
extração na primeira planta. Assim para a espécie S. nigra foram utilizadas 130 g de 
folhas maceradas em 650 ml de solvente.  
 
 




III.3.1.2 Filtração e evaporação 
 
Os extratos obtidos foram posteriormente submetidos a um processo de filtração sob 
vácuo, recorrendo a um funil de Buckner equipado com papel de filtro (Whatman nº 4 
com 110mm de diâmetro) acoplado a um Kitasato ligado a uma bomba de vácuo. A fase 
líquida da extração com cada um dos solventes foi recolhida em balões de evaporação, 
previamente tarados. 
 
As fases líquidas dos extratos obtidas após filtração foram submetidas a evaporação, 
com vista à concentração da amostra por eliminação total do solvente de extração. Para 
tal, os balões de evaporação com os filtrados devidamente identificados foram 
acoplados a um evaporador rotativo (Rotavapor-R114, Büchi-Waterbath® B-480), sob 
vácuo, a pressões e temperaturas definidas para cada solvente. O etanol foi evaporado a 
pressão de 175 mbar a 40ºC e o n-hexano a 335 mbar à mesma temperatura. No final do 
processo de evaporação, os balões foram novamente pesados numa balança de precisão 
de modo a viabilizar a determinação do rendimento de extração de cada solvente. 
  
III.3.1.3. Análise cromatográfica dos extratos orgânicos  
 
No presente estudo o fracionamento dos diferentes extratos totais obtidos de folhas com 
os diferentes solventes orgânicos, e o isolamento dos respetivos constituintes, foram 
realizados por cromatografias sucessivas de Cromatografia em Camada Fina (CCF) e de 
Coluna de Cromatografia.  
 
A cromatografia é uma técnica analítica, que permite a separação de vários 
componentes de uma mistura tendo em conta as propriedades de solubilidade, tamanho 
e massa. Baseia-se nas diferentes velocidades de deslocamento das moléculas através de 
um meio poroso - fase estacionária - quando arrastadas por um eluente, líquido ou 
gasoso, em movimento - fase móvel. A separação cromatográfica está relacionada com 
o fenómeno de adsorção, ou seja com a aderência de partículas, moléculas ou iões, à 
fase estacionária, que pode ser um papel poroso, sílica gel, alumina, entre outros 
(Barroso et al., 1991).  




A escolha apropriada da fase estacionária e da fase móvel, além de outras variáveis, vai 
permitir que os componentes da mistura sejam arrastados (eluídos) ordenadamente. Na 
Cromatografia em Camada Fina (CCF) a fase estacionária absorvente é uma camada de 
um sólido de espessura uniforme colocada numa placa de material rijo (vidro,  plástico 
ou alumínio). 
 
As análises de CCF (Figura 15) foram realizadas em placas de sílica gel com suporte de 
alumínio (Merck® 60 F254) as quais foram eluídas com os vários sistemas de solventes 
previamente selecionados. Após a aplicação dos extratos com um capilar em pontos 
definidos na linha de base das placas, estas foram transferidas para tinas de eluição, 
previamente saturadas com o sistema de eluentes, havendo o cuidado de não deixar que 
a mistura atinja o topo da placa. Terminado o desenvolvimento do cromatograma a 
placa é retirada da tina, marca-se a linha da frente e deixa-se evaporar o solvente. Com 
este procedimento pretende-se identificar preliminarmente os grupos químicos dos 
compostos responsáveis por uma eventual bioatividade.  
 
 
Figura 15 - Ilustração de sequência de uma cromatografia TLC. 1-linha de colocação 
da amostra; 2- amostra; 3- distância que a amostra deslocou-se ao longo da placa; 4-
frente do solvente. (11). 
 
Os extratos foram fracionados numa coluna de sílica com uma gama de solventes de 
polaridade crescente, previamente destilados. A separação dos compostos, em cada 
fração, foi realizada através da eluição com uma mistura de solventes previamente 
selecionada. Para cada extrato vegetal procedeu-se a uma análise cromatográfica 
preliminar, por CCF, com o objetivo de pré-determinar a melhor combinação de 
solventes a usar para o fracionamento cromatográfico em coluna. 




As análises dos extratos por cromatografia em coluna (CC) foram realizadas através de 
sílica gel (Merck® 60 Mesh ASTM 70-230), sendo posteriormente efetuada a avaliação 
da sua ação inseticida (Princípio e Protocolo de CC em Anexo I.1 e I.2). 
 
Assim, uma coluna de cromatografia (80 cm de altura, 4 cm de diâmetro foi cheia até 
2/3 com sílica gel (Merck® 60 Mesh ASTM 70-230), no topo da qual foi colocada uma 
camada de areia inerte (1 cm). A sílica foi compactada com n-hexano mantendo 
solvente ao nível da base da camada de areia. A amostra de extrato (200 mg), 
impregnada numa pequena camada de sílica foi aplicada sobre a areia. A eluição foi 
iniciada com n-hexano a 100% e sendo a polaridade da mistura de solventes 
gradualmente aumentada com a seguinte sequência: n-hexano (100%), n-
hexano/clorofórmio (80-20, 60-40, 40-60%) clorofórmio (100%), clorofórmio/acetato 
de etilo (80-20, 60-40, 40-60 e 20-80 %) acetato de etilo (100%), acetato de etilo/ 
metanol (80-20, 60-40 e 40-60 %) e metanol 100%. Foram recolhidas alíquotas de 10 
ml em tubos de ensaio, as quais foram analisadas por CCF (placas de sílica gel com 
suporte em alumínio - Merck® 60 F254), eluídas em sistemas de solventes orgânicos de 
acordo com a mistura usada na cromatografia de coluna. As amostras com um perfil 
cromatográfico idêntico foram agrupadas, recolhidas em balões de evaporação e 
concentradas num evaporador rotativo sob vácuo, para posterior utilização em testes de 
avaliação da atividade inseticida. 
 
Foi previsto nos objetivos do projeto, a realização de fracionamento por cromatografia 
líquida de alta resolução (HPLC). Porém a sua execução não foi possível, devido a 
limitação do tempo e a condicionantes logísticas.  
 
III.3.2. Obtenção de óleos essenciais de Mentha pulegium e Foeniculum vulgare 
 
Vários fatores influenciam a qualidade, quantidade e composição dos óleos essenciais, 
nomeadamente o clima, a composição do solo, a época da colheita, a localização 
geográfica, o órgão da planta utilizado, a idade e a fase do ciclo vegetativo da planta e o 
método utilizado para a extração (Srivastava et al., 2005).  




A extração de óleo essencial de plantas pode ser realizada por diversos métodos, como 
referidos na introdução. Existem vários tipos de sistemas de extração de óleos 
essenciais, mas o mais conhecido e utilizado em escala laboratorial é o de Clevenger 
conhecido desde 1928, processo em que os componentes voláteis da planta são 
extraídos pela água em ebulição, sendo posteriormente recolhidos por condensação. A 
amostra obtido por este método de arrastamento de vapor de água é exclusivamente 
designado de Óleo Essencial (OE). A grande vantagem deste sistema reside na 
visualização da concentração do óleo destilado e na fácil quantificação do volume de 
óleo obtido. (Clevenger, 1928; Figueiredo et al., 2007).  
 
Os óleos essenciais de M. pulegium (poejo) e de F. vulgare (funcho) foram obtidos no 
laboratório do Instituto Nacional de Recursos Biológicos (INRB) /Instituto Nacional de 
Investigação Agrária e Veterinária (INIAV) em Oeiras, por hidrodestilação, utilizando 
um aparelho de Clevenger modificado a funcionar em circuito fechado. Com este 
sistema o óleo, volatilizado pela água em ebulição, é condensando por passagem através 
de uma serpentina de arrefecimento, e recuperado à superfície da água arrefecida junto 
ao condensador.  
 
Antes de iniciar as extrações procedeu-se à determinação do peso fresco da biomassa a 
hidrodestilar para posterior cálculo do rendimento. Todos os materiais foram 
submetidos a uma “moagem” grosseira num moinho “Moulinex”®, modelo 327, antes 
de serem colocados no balão do hidrodestilador de tipo Clevenger (Figura16).  
 
 
Figura 16 - Sistema Clevenger adaptado (fotografia da autora). 




Os volumes de água destilada adicionados variaram entre 700 ml a 1,4L dependendo, 
em cada caso, da quantidade/volume da biomassa e tamanho do balão. No final o OE 
obtido é retirado para um tubo e mede-se o seu volume, calculando-se em seguida o 
rendimento de extração (ml de OE/g peso seco de biomassa). 
Para obtenção do OE de M. pulegium (poejo) adicionou-se 700 ml de água destilada a 
uma amostra de 40 mg de folhas secas e trituradas num balão de fundo redondo, com 
capacidade de 1 litro, acoplado ao Clevenger. Como fonte de calor, foi utilizada uma 
manta de aquecimento (Isopad-Labsafe). A extremidade superior do tubo da elevação 
do vapor foi acoplada a um circuito de arrefecimento a água através de uma serpentina 
de circulação de água fria, a qual promove a condensação separada do óleo e da água, 
devido à diferença das respetivas densidades.  
 
A hidrodestilação foi mantida à temperatura de cerca de 100˚C, durante 3 horas, Em 
seguida o sistema foi desligado, mantendo-se a circulação da água de refrigeração 
durante mais 45 minutos. O óleo essencial assim obtido foi retirado com o auxílio de 
uma pipeta volumétrica e seco em sulfato de magnésio anidro. Repetiu-se este 
procedimento o número de vezes necessário para se obter a quantidade de óleo essencial 
de poejo suficiente para os bioensaios programados. O OE de poejo foi conservado a 
temperatura ambiente num frasco selado com parafilme.  
 
O óleo essencial de F. vulgare (funcho) foi obtido mediante o mesmo protocolo, 
variando a quantidade de folhas previamente trituradas e o volume de água. Constatou-
se que o rendimento da hidrodestilação de OE de funcho é muito baixo, pelo que a 
obtenção do volume necessário para os ensaios seria incompatível com os prazos a 
cumprir e o seu transporte de Cabo Verde para Portugal nas quantidades necessárias 
também se afigurou extremamente difícil. Assim, optou-se por utilizar nos ensaios de 
bioatividade o OE de funcho proveniente de Cabo Verde e como amostra portuguesa o 

















A espectroscopia de RMN pode ser usada para identificar os compostos numa mistura 
complexa, como é a dos óleos essenciais. Neste caso não isolamos, mas identificamos 
os compostos maioritários existentes na mistura, pois o óleo que introduzimos no 
equipamento não se consome nem se destrói. Embora esta técnica permita também 
quantificar os compostos numa mistura, foi apenas utilizada para identificação dos 
compostos maioritários, dado constatar-se que a amostra seria reduzida para efetuar as 
réplicas necessárias dos ensaios biológicos inicialmente propostos e ser absolutamente 
necessário disponibilizar uma parte da amostra para fazer caraterização química; este 
problema foi colmatado na etapa final do trabalho quando com a colaboração de uma 
equipa da Faculdade de Ciências da Universidade de Lisboa se procedeu à análise de 
Cromatografia Gasosa e Cromatografia Gasosa acoplado por Espectrometria de Massa.  
 
Espectroscopia de RMN 




C RMN foram realizados num espectrómetro Bruker Avance 
400”® que opera a 400,13 e 100,61 MHz, equipado com uma sonda QNP de 5 mm à 
temperatura ambiente. O óleo essencial (100 mg) foi dissolvido em clorofórmio 
deuterado (0,5 ml) e submetido às análises de RMN. Todos os valores de desvios 
químicos são dados em ppm e são calculados relativamente ao padrão interno, o 
tetrametilsilano (TMS), que foi usado como referência. Nos espectros de 
13
C RMN 
foram usados os seguintes parâmetros: SW de 23.98 kHz, com desacoplamento de 
protão e pulso 
13
C de 9,0 µs, tempo de relaxação entre scans (D1) 2.0 s, tempo de 
aquisição de 1,366 s e 64 k. Foi usada a experiência de APT proveniente da livraria 
bruker com 1 k de acumulações e com os limites entre +219 a -19 ppm. As atribuições 
dos desvios químicos e das ressonâncias dos espectros de 
13
C foram efetuados por 
comparação com os espectros de amostras padrão de pulegona, mentona, trans-anetole, 
e limoneno e por comparação com espectros de 
13
C descritos na literatura de mistura de 








III.3.2.2. Análise qualitativa e quantitativa dos constituintes dos OEs  
 
Para a caracterização química dos OEs extraídos da M. pulegium e do F. vulgare em 
amostras de Cabo Verde e Portugal, recorreu-se a cromatografia gasosa (GC), o método 
analítico e cromatográfico mais adequado para a análise de compostos de natureza 
volátil.  
 
A cromatografia gás-líquido (GC) tem sido muito utilizada nas últimas duas décadas, 
revelando-se de grande utilidade na separação de misturas complexas de produtos 
naturais, nomeadamente de óleos essenciais. A volatilidade e polaridade dos 
constituintes dos óleos essenciais fazem da cromatografia gasosa a técnica de eleição, 
porque os óleos essenciais são misturas de componentes com propriedades físico-
químicas semelhantes. Esta técnica associada à espectrometria de massa (CG-EM), tem-
se revelado de grande utilidade na análise dos componentes dos óleos, com particular 
incidência para os de menor concentração (Barroso et al, 1991, Rubiolo et al, 2010).  
 
III.3.2.2.1. Cromatografia Gás-Líquido 
 
As análises de Cromatografia Gás-Líquido (CGL) foram efetuadas num cromatógrafo 
Perkin Elmer Clarus 400”® equipado com dois Detetores de Ionização de Chama 
(DIC), um sistema de tratamento de dados e um injetor, no qual foram instaladas duas 
colunas de polaridade diferente: DB-1 de sílica fundida, de fase imobilizada de 
metilsilicone, (30 m x 0,25 mm d.i., espessura de filme 0,25 m; J & W Scientific Inc.) 
e DB-17HT de sílica fundida (30 m x 0,25 mm d.i., espessura de filme 0,25 m; J & W 
Scientific Inc.). A temperatura do forno foi programada de 45°C a 175°C, com 
incrementos de 3°C/min, e subsequentemente a 15°C/min até 300°C. Atingidos os 
300°C a temperatura foi mantida isotérmica durante 10 minutos. A temperatura do 
injetor e dos detetores foi de, 290°C e 280°C, respetivamente. O gás de arrastamento, 
hidrogénio, foi ajustado para uma velocidade linear de 30 cm/s e relação de repartição 
de fluxo foi de 1:50. A composição percentual dos óleos foi determinada pela 
integração das áreas dos picos sem utilização de fatores de correção. Utilizaram-se 




valores correspondentes ao valor médio de duas injeções (Jennings, 1987; Gardais et al, 
1982). 
III.3.2.2.2. Cromatografia Gás-Líquido-Espectrometria de Massa 
 
Nas análises de Cromatografia Gás-Líquido acoplado a Espectrometria de Massa 
(CGL/EM) utilizou-se um Clarus 600”® equipado com uma coluna de sílica fundida 
DB-1 (30mx0,25mm d.i., espessura de filme 0,25 m; J & W Scientific Inc.) ligado a 
um Clarus 600T Mass Spectrometer”® (versão de programa 4.1). A temperatura do 
forno foi programada de 45 a 175˚C, com incrementos de 3˚C/min, e subsequentemente 
a 15˚C/min até 300˚C. Atingidos os 300˚C a temperatura foi mantida isotérmica durante 
10 min, sendo os seguintes os restantes parâmetros a que decorreu a análise: 
temperatura da linha de transferência, 280˚C; temperatura da câmara de ionização, 
220˚C; gás de arrastamento, hélio, ajustado para uma velocidade linear de 30 cm/s; 
relação de repartição de fluxo, 1:40; energia de ionização, 70 eV; corrente de ionização, 
60 µA; gama de massas, 40-300 u; tempo de varrimento, 1s. 
 
A identidade dos compostos foi determinada por comparação dos seus índices de 
retenção, em relação aos dos n-alcanos C9-C17 e espectros de massa, com os de 
padrões comerciais e compostos de referência presentes em óleos existentes no 
laboratório e por comparação com uma biblioteca de espectros de massa desenvolvida 
no laboratório (Adams, 1989). 
 
III.4. Captura de mosquitos 
 
Pesquisou-se a presença de formas imaturas de mosquitos através da utilização de caços 
e pipetas, em coleções de água potenciais criadouros larvares na região de Santiago 
Norte, nas localidades de S. Domingos, S. Jorge, Santa Cruz e na zona da Barragem de 
Poilão na ilha de Santiago. As colheitas foram feitas nos meses de Setembro de 2010, 
Fevereiro de 2011, Julho e Agosto de 2012. 
 
Foram capturados exemplares imaturos de Ae. aegypti e An. arabiensis, sendo a 
primeira espécie encontrada em recipientes com água junto/dentro as habitações (e.g. 




depósitos de água em varandas, jarras), enquanto a segunda espécie foi encontrada em 
águas temporárias junto à Barragem de Poilão (Figura 17). Os imaturos foram 
transportados vivos com água do biótopo em tubos Falcon (Nunc®) e transportados 
para o insetário do Instituto de Higiene e Medicina Tropical.  
 
Os imaturos capturados na prospeção ativa de dezenas de criadouros foram criados em 
insetário até à emergência dos adultos. Na fase adulta foi confirmada morfologicamente 
a identificação ao estereomicroscópio, de acordo com a chave de Ribeiro e Ramos 
(1980). Os exemplares identificados como pertencentes à espécie Ae. aegypti (Linnaeus, 
1972), independentemente do seu local de origem, foram isolados e mantidos em 
gaiolas separadas de acordo com o dia de emergência. 
 
Devido à possibilidade de transmissão transovárica do vírus da dengue, todos os adultos 
de Ae. aegypti obtidos a partir dos imaturos capturados foram, após a sua morte, 
preservados a -80ºC, isolados em tubos Eppendorf®, para futuro processamento com 




Figura 17 - Biótopos de Ae. aegypti  junto às habitações na região de Santiago Norte 
(primeira linha) e biótopos de An. arabiensis, junto à Barragem de Poilão na ilha de 
Santiago, em Cabo Verde (segunda linha), fotografia da autora. 
 




Ao fim de 3 meses, a colónia de Ae. aegypti já se encontrava com uma produção média 
suficientemente elevada para execução dos primeiros bioensaios com extratos vegetais. 
Para além dos bioensaios, foram ainda retiradas amostras de 1155 fêmeas para análise 
bioquímica em futuros estudos de resistência metabólica a inseticidas, sendo estas 
também conservadas a -80ºC.  
 
Em contrapartida, os esforços desenvolvidos para estabelecer uma colónia de Anopheles 
arabiensis, não foram inicialmente bem-sucedidos, tendo sido todas as posturas obtidas 
inviáveis. As fêmeas desta espécie mortas foram dissecadas ao estereomicroscópio para 
isolamento das espermatecas, tendo a observação destas ao microscópio permitido 
verificar que as fêmeas não se encontravam fecundadas. Este facto deveu-se, 
provavelmente, a um ratio machos/fêmeas muito baixo. Nos finais de Maio de 2011 
obtivemos um reforço de uma centena de larvas que completaram o ciclo até à fase 
adulta mas, mais uma vez e apesar de todos os requisitos descritos na bibliografia 
essenciais ao estabelecimento em insetário desta espécie terem sido cumpridos, as 
posturas continuaram inviáveis. Na prospeção efetuada em Cabo Verde durante o mês 
de Agosto de 2011, procedeu-se a nova colheita de imaturos desta espécie, dos quais 
obtivemos duzentos adultos e verificando-se novamente a inviabilidade das posturas. 
Dada a dificuldade na implementação de uma nova colónia a partir da população de 
Cabo verde desta espécie foi contactada a equipa de Entomologia da Agência Atómica 
Europeia que, gentilmente cedeu-nos ovos de An. arabiensis estirpe Dongola, originária 
do Sudão, da colónia aí mantida em insetário. 
 
III.4.1. Estabelecimento e manutenção das colónias do mosquito alvo 
 
As colónias de An. arabiensis e Ae. aegypti  foram mantidas ao longo de várias gerações 
em condições otimizadas de temperatura, humidade relativa e fotoperíodo e segundo os 
procedimentos descritos na Tabela 7. As condições ambientais durante a fase de criação 
e bioensaios de sensibilidade foram constantes, de 27±1ºC de temperatura, 70±5% de 
humidade relativa e um fotoperíodo de 12 horas de escuro/luz, estando os adultos de Ae. 
aegypti acondicionados em câmara de segurança.   
Os mosquitos na fase adulta foram mantidos em dois tipos de gaiolas: i) gaiola “stock”, 
para onde diariamente eram transferidos os mosquitos que emergiam e onde se dá a 




cópula, disponibiliza a oportunidade de refeição sanguínea e ocorre a oviposição; ii) 
gaiola de emergência, onde eram colocadas as tinas com pupas a partir das quais 
emergiam os adultos. Em ambas as gaiolas foi disponibilizada uma solução de sacarose 
a 10 %. Na gaiola “stock” eram colocadas placas de Petri (9 cm de diâmetro) com água, 
revestidas com papel de filtro para oviposição. 
 
O desenvolvimento larvar decorreu em tinas de aproximadamente 27x18x7 cm
3
. O 
número de larvas por tina não foi rigorosamente contado, mas em média era de 200 
larvas em primeiro estádio por tina. Foi utilizada água deixada à temperatura ambiente 
durante, pelo menos, 48 horas antes da utilização. As larvas de Ae. aegypti foram 
alimentadas com comida de peixe (Tetra Menu®) previamente moída, enquanto as 
larvas de An. arabiensis foram alimentadas com comida para alevins Sera Micron®. A 
colocação da comida foi feita pelo menos duas vezes ao dia (de manhã e no final do 
dia). As pupas foram diariamente recolhidas para taças e colocadas na gaiola de 
emergência. 
 
Para além da solução de sacarose a 10% foi disponibilizada âs fêmeas a oportunidade de 
efetuar refeição sanguínea de modo a permitir a maturação ovárica e oviposição. Foram 
utilizadas duas espécies de roedores: (i) exemplares fêmeas da espécie Rattus 
norvegicus, estirpe Wistar; (ii) fêmeas Mus musculus Linnaeus, 1758 (da estirpe CD-1), 
em ambos os casos com idade mínima de 8 semanas. Os espécimenes vertebrados foram 
anestesiados com uma injeção intraperitoneal, em dosagens adaptadas ao respetivo peso 
(Hedenqvist & Hellebrekers, 2003), com uma solução combinada de xilazina, na forma 













Tabela 7 - Rotina semanal de atividades desenvolvidas para manutenção das colónias. 
 
A manipulação dos animais foi feita de acordo com as normas diretivas do Conselho da 
Comunidade Europeia de 24 de Novembro de 1986 (86/609/EEC) e legislação nacional 
em vigor (Decreto-lei 129/92 de 6 de Junho, Portaria nº1005/92 de 23 de Outubro). Os 
espécimenes vertebrados foram produzidos e mantidos no Biotério do IHMT, sob a 
supervisão da Doutora Dinora Ferreira. 
 
Inicialmente, para aumentar a produção da colónia de An. arabiensis foi fornecida às 
fêmeas oportunidade diária de refeição sanguínea, uma vez ultrapassada a etapa de 
implementação, esta oportunidade foi reduzida para dias alternados. 
 
III.4.2. Otimização dos bioensaios 
 
Antes de iniciar os ensaios de quantificação da bioatividade dos produtos em estudo, foi 
efetuado um ensaio prévio com uma gama alargada de concentrações de cada um dos 
extratos /OE a testar, de forma a avaliar a toxicidade dos mesmos em períodos de 24 a 
 




























Remoção das placas de 
Petri com as posturas e 
colocação de novas placas. 
 
Substituição de soluções 
de sacarose 10 %. 
 
 
Remoção dos mosquitos 
mortos no fundo da gaiola 
com aspirador de 6-Volt. 
 
Transferência de adultos para 
stock. 
 
Contagem de pupas mortas, 
vivas e adultos mortos. 
 
 
Contagem de nº de adultos que 
emergem. 
Coleção de pupas vivas e 
transferência para uma gaiola de 
emergência. 
 
Coleção de larvas/ pupas mortas e 
remoção de comida em excesso 
acumulada no fundo das tinas. 
 
Início de novas tinas de postura 























das fêmeas da gaiola stock 
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48 horas. Deste modo, foi possível definir as concentrações com atividade letal entre 
10% e 100%.  
 
Quando da reconstituição dos extratos, verificou-se que alguns deles apresentavam uma 
fração de óleo. Foi nestes casos necessária a adição de um agente tensioativo (Tween® 
20) de modo a permitir emulsão otimizada do produto em água, meio de 
desenvolvimento larvar. Assim foi previamente testada uma gama de concentrações 
deste tensioativo de modo a determinar qual a que não apresentava efeito tóxico sobre 
as larvas. 
 
Na planificação dos bioensaios de atividade larvicida foi indispensável efetuar uma 
gestão criteriosa, dos produtos disponíveis para uso, sobretudo no caso dos óleos 
essenciais, dado ao baixo rendimento da hidrodestilação quer de F. vulgare, quer de M. 
pulegium e considerando a amplitude de concentrações a testar e o número de réplicas 
necessárias. Foi assim, necessário um investimento acrescido de tempo no aumento da 
produção das colónias das duas espécies em estudo, visto que para cada ensaio, com 
pelo menos três réplicas de 100 larvas do mesmo estádio, mais os respetivos controlos 
era necessária uma média de 1500 larvas. No total, para cinco plantas de diferentes 
espécies, em que duas delas apresentavam quatro amostras, duas de Cabo Verde e duas 
portuguesas, tratando-se apenas de extratos brutos e OEs totais, a estimativa total era de 
10500 larvas de cada espécie de inseto no mesmo estádio de desenvolvimento. 
 
Devido à dificuldade que tivemos na implementação da colónia de An. arabiensis não 
foi possível ter uma produção suficiente de exemplares de modo a realizar os ensaios 
como inicialmente foram planeados. Não foi possível realizar três réplicas de 100 
indivíduos e não foi possível realizar ensaios com os compostos maioritários dos OEs 










III.4.3. Bioensaios larvicidas  
 
Os bioensaios de atividade larvicida foram efetuados de acordo com os testes 
padronizados da Organização Mundial de Saúde (WHO, 1981 [a, b]; WHO, 1998), com 
ligeiras modificações (protocolo em Anexo II.1).  
 
Os testes da OMS são uma ferramenta de quantificação e de vigilância para detetar 
alterações na sensibilidade aos inseticidas em populações de vetores, determinando a 
concentração do composto e o tempo necessário a que o inseto tem de estar exposto 
para que ocorra a sua morte. Os testes padronizados da OMS são aplicáveis a formas 
imaturas (larvas) e adultas. Neste estudo optou-se por estes testes dado que estava 
previsto nos objetivos a determinação da sensibilidade dos insetos a novos produtos, 
pretendendo-se quantificar as concentrações letais.  
 
A totalidade dos testes foi realizada com larvas das colónias das espécies de mosquito 
em estudo, instaladas na Unidade de Parasitologia Médica, do Instituto de Higiene e 
Medicina Tropical e mantidos em salas com as condições de temperatura, humidade e 
fotoperíodo anteriormente descritas. Os bioensaios da atividade larvicida (Figura 18) 
seguiram o mesmo padrão para todos os extratos e/ou óleos essenciais das espécies de 
plantas em estudo. Contudo, diferiram uns dos outros apenas nas concentrações 
utilizadas e respetivas quantias de óleos, assim como no volume final da solução. 
 
A temperatura na sala de ensaios foi continuamente monitorizada, tendo variado entre 
27±1ºC. Os valores de mortalidade para cada ensaio foram somados e corrigidos 
relativamente ao valor percentual de mortalidade registada no controlo negativo 
(solução de Tween®20 a 0,004%) aplicando-se para o efeito a fórmula de Abbott  
(Abbott 1925).  
 
 
Mortalidade corrigida (%) = Mortalidade bruta (%) - Mortalidade da testemunha (%) 
100 - Mortalidade da testemunha (%)
X 100

















Figura 18 - Esquema geral do bioensaio larvicida. 
Os testes padronizados da OMS podem ser divididos em dois tipos de ensaio: aqueles 
em que se determina a linha de base de resposta ao inseticida (“base line test”) e aqueles 
designados de testes diagnóstico de resistência. Nos primeiros, grupos de 20 a 25 
mosquitos são expostos a concentrações crescentes de um determinado produto por um 
período fixo de tempo ou, alternativamente, expostos a uma concentração fixa de um 
composto por períodos crescentes de tempo, até um total mínimo de 100 insetos por 
concentração/tempo de exposição. A taxa de mortalidade a cada concentração/tempo é 
determinada e transposta para um papel de probabilidade logarítmica. É através de uma 
análise de regressão “probit” entre estes dois parâmetros (concentração/tempo de 
exposição e mortalidade) que se determina a existência ou não, na população em estudo, 
de suscetibilidade, tolerância ou resistência ao produto testado. 
Em populações suscetíveis, é de igual modo através da análise das retas de regressão 
entre estas duas variáveis que se efetua a estimativa da concentração/tempo de 
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III.4.3.1. Bioensaios adulticidas  
 
O presente estudo foi também baseado nos protocolos da Organização Mundial de 
Saúde (“baseline test”) para determinação da sensibilidade de adultos aos inseticidas, 
em que lotes de 25 mosquitos são expostos a concentrações crescentes de um 
determinado produto de origem vegetal em quatro réplicas (protocolo apresentado em 
Anexo II.2). A ilustração do ensaio encontra-se na Figura 19. 
 
 
Figura 19 - Imagens do ensaio adulticida (fotografia da autora). 
 
Este teste foi efetuado na fase final do projeto, em que já tinham sido avaliadas todas as 
espécies de plantas em estudo e os seus compostos ativos nas larvas do terceiro estádio 
de Ae. aegypti e de An. arabiensis, tendo sido selecionada para o ensaio adulticida 
apenas a planta que revelou ser potencialmente melhor larvicida, o Foeniculum vulgare 










III.5. Análise microscópica 
 
As larvas e adultos mortos pela ação dos bioprodutos foram conservados em 
gluteraldeído 3% e álcool glicerinado (80º/V; 2%) para preparação histológica. As 
larvas que sofreram mortalidade foram montadas entre lâmina e lamela em meio de 
montagem de Hoyer para observação microscópica, tendo sido selecionadas, as que 
estiveram expostas às espécies vegetais com maior efeito larvicida. 
A observação foi efetuada em estereomicroscópio (Olympus SZ61) e microscópio 
óptico (Olympus BX51), utilizando o sistema de captação de imagem Olympus SC30. 
A avaliação de eventuais alterações estruturais e fisiológicas nos insetos poderão ser 
indicadores do modo de ação dos produtos responsáveis pela ação larvicida e adulticida. 
 
 
III.6. Análise estatística   
 
Para verificar se um modelo particular de análise de dados é adequado, o uso de uma 
estatística de teste é requerido, pelo que no presente estudo, efetuaram-se dois tipos de 
análise: regressão “probit (teste de Pearson) e regressão logística, (teste da razão de 
verossimilhança). 
 
Em análise de dados de testes de sensibilidade, particularmente em ensaios do tipo 
dose-resposta, o método mais utilizado é o “probit”, para os casos em que a 
suscetibilidade de cada indivíduo é considerada como uma variável aleatória com 
distribuição normal, (Bliss,1935; Fisher, 1935; Finney, 1971). 
  
No caso de estudo, a estimativa das concentrações com 50% (CL50), 90% (CL90) e 99% 
(CL99) de mortalidade dos mosquitos, o coeficiente angular (Slope= declive) e os 
intervalos de confiança para a dose, ou o seu logaritmo de base 10, associados com as 
percentagens de mortalidade entre 0,01% e 99,0% foram determinados pela análise 
Probit com recurso ao software SPSS® para Windows, versão 21 e aos programas 
Microsoft Excel ® 2010. Este programa SPSS - probit, permite efetuar análise de 
regressão para conjuntos de dados, em que a variável dependente é avaliada (neste caso 




a mortalidade) em função da dose aplicada sendo a resposta representada pela 
percentagem de mortalidade. 
Por conseguinte, através desta análise de regressão, os valores de “probit” foram 
estimados com base no número de sujeitos que responderam relativamente a um total de 
indivíduos testados, considerando igualmente a resposta obtida no grupo controlo 
(ausência de extratos, óleos essenciais e compostos ativos). 
Os valores de χ
2 
obtidos foram comparados com o valor crítico de χ
2
 para um nível de 
significância de 5%, tendo em conta o número de graus de liberdade (correspondente ao 
nº de concentrações).  
O modelo Probit pode ser expresso matematicamente por: 
P = F (α-+ βxi) 
Onde: 
P = Probabilidade da resposta 
F = Distribuição da função 
α = Intercepto da regressão linear 
β = “slope = declive” ou ângulo da regressão linear 
xi = Função da dose - logaritmo da dose [log10 (dose)]. 
As hipóteses do teste do Coeficiente de Correlação de Pearson são:      
Hipótese Nula (H0): Ocorre um ajuste adequado (igual) dos dados ao modelo de 
distribuição normal; 
Hipótese Alternativa (H1): Não ocorre um ajuste adequado dos dados ao modelo de 
distribuição normal.     
Ao analisarmos os dados obtidos, não se rejeita H0 (hipótese nula, de que há um ajuste 
adequado dos dados ao modelo de distribuição normal), desde que o valor de p (“Sig.”) 
seja superior a 0,05.  
 
A Regressão Logística é uma regressão múltipla, com uma variável de saída categórica 
dicotômica (dependente) e variáveis previsoras (explicativas ou independentes) 
contínuas ou categóricas (Hair et al., 1998). No presente estudo as variáveis 
independentes são quantitativas contínuas. Visto que a função de verossimilhança 
resume a informação contida nos dados sobre os parâmetros desconhecidos, uma 
estatística adequada é o valor da função de verossimilhança quando os parâmetros são 




substituídos pelas suas estimativas de máxima verossimilhança. É mais conveniente 
usar menos duas vezes o logaritmo da verossimilhança maximizada como estatística de 
teste. Esta estatística não pode ser usada como medida de adequação do modelo, mas 
para comparar distintos modelos ajustados para os mesmos dados.  
Neste caso a hipótese nula (H0) é de que os coeficientes são iguais a zero, isto é não há 
relação dose - mortalidade, e a hipótese alternativa (H1) é de que os coeficientes são 
diferentes de zero, ou seja a concentração afeta a mortalidade. Esta estatística tem 
assintoticamente distribuição qui-quadrado com graus de liberdade igual à quantidade ν 
de coeficientes de regressão estimados. O grau de significância utilizado foi de 95%. 
 
Para todas as amostras foi aplicado o teste de Normalidade Kolmogorov-Sminorv e 
Shapiro-Wilk, que testam a hipótese de os dados apresentarem uma distribuição normal, 
sendo o último teste mais adequado para amostras de menores dimensões (N 50). Um 
valor de p (“Sig.”) inferior ao grau de significância indica um desvio na distribuição dos 
dados em relação à curva de distribuição normal. 
 
No caso de estudo, sempre que as variáveis apresentavam uma distribuição normal 
foram efetuados os seguintes testes paramétricos:  
-Teste t de Student para amostras independentes, permite avaliar a hipótese de 
igualdade ou diferenças entre duas médias. Na tabela Independent Samples test do 
SPSS, teremos os resultados do teste estatístico escolhido, calculado de duas formas 
distintas: -“Equal variances assumed” (assumindo igualdade de variâncias) e -“Equal 
variances not  assumed”  (assumindo que as variâncias são desiguais).  Para decidir 
sobre quais destes resultados devem ser utilizados, o SPSS disponibiliza o teste de 
Levene que testa a hipótese de igualdade das variâncias. Se a significância do teste  
for <=0.05: rejeita-se a igualdade das variâncias; se a significância do teste for >0.05, 
assume-se que as variâncias são iguais.  
-Teste One-Way ANOVA, isto é, o teste da análise da variância (ANOVA: 
abreviação proposta por Tukey para Analysis of Variance), indicará a probabilidade de 
que a hipótese nula seja verdadeira, ou seja, probabilidade de que nenhuma diferença 
existe entre quaisquer dos grupos. Se a hipótese nula (H0) for rejeitada, será o indício de 
que há diferença de atividade em alguma das doses testadas. Para identificar a dose, será 




necessário um teste ANOVA de comparação de pares. Os testes de ANOVA baseiam-se 
na hipótese de que se os grupos são semelhantes, a variância em cada um (dentro) dos 
grupos é semelhante à variância entre os grupos. Este teste permite comparar a 
variabilidade das médias de todas as amostras com a variabilidade intrínseca das 
amostras.  
Neste caso as hipóteses formuladas são: H0 (hipótese nula): não há diferença entre os 
grupos e H1 (hipótese alternativa): há diferença entre os grupos. 
 
Para comparação entre duas amostras independentes foram utilizados testes não 
paramétricos, nomeadamente o teste de Pearson (integrado na análise probit), teste 
Mann-Whitney U e o teste H de Kruskal-Wallis. 
 
- Teste U de Mann-Whitney, cria um “ranking” (ordenação) de todos os casos 
(independente do grupo) e depois compara estes “ranking” entre cada grupo. 
 
-Teste H de Kruskal-Wallis é uma alternativa não paramétrica para a análise de 
variância de um critério de classificação (One-Way ANOVA). Ao serem usados 2 
grupos de amostras para comparação, os resultados são os mesmos dos testes de U de 
Mann-Whitney. À semelhança do teste F de ANOVA paramétrica, um valor 
significativo de F não indica onde se encontra a diferença, devendo ser realizado o teste 
de Tukey. Já no teste H de Kruskal-Wallis, para identificar a diferença, deve ser 
realizado o teste de Dunn, não disponível no SPSS. 
  
As fotografias apresentadas nesta dissertação identificadas como sendo da autora foram 
tiradas com máquina Olympus SZ-14 (14 Megapixel). As fotografias de microscopia 
foram obtidas a partir de estereomicroscópio Olympus SZ61 ou microscópio BX51- 






























IV.1. Identificação do material vegetal 
A identificação das espécies vegetais através da análise dos carateres morfológicos 
externos permitiu confirmar se os exemplares coletados correspondiam às espécies de 
plantas inicialmente selecionadas. Foi desta forma possível constatar que os exemplares 
primeiramente obtidos em Santo Antão não correspondiam a Mentha pulegium, 
tratando-se antes de um híbrido, não podendo por isso ser utilizados no estudo. Por esta 
razão, foi necessário efetuar nova colheita em Santo Antão, o que atrasou a etapa de 
preparação do óleo essencial de M. pulegium L. cabo-verdiana. Também devido a uma 
praga agrícola, designada localmente como mil-pés, de nome científico Spinotarsus 
caboverdus, não é autorizada a saída de material vegetal daquela ilha para o exterior, 
pelo que o processo de secagem e moagem dos exemplares coletados foram efetuados 
em Santo Antão. 
Os exemplares herborizados foram depositados no Herbário do IICT em Lisboa de 
modo a assegurar a sua conservação, validar os espécimes e a origem geográfica das 
plantas em estudo. 
 
IV.2. Rendimento de secagem e extração do material vegetal 
Findo o período de secagem do material vegetal, determinou-se a massa seca das folhas 
das espécies M. azedarach, S. nigra, A. indica e das partes aéreas de  
F. vulgare e de M. pulegium tendo-se calculado o rendimento de secagem das diferentes 
amostras (Tabela 8).  
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Os extratos foram obtidos com uma única extração. O rendimento da extração das três 
plantas M. azedarach, S. nigra e A. indica foi muito baixo, variando consideravelmente 
em função dos solventes de extração (Tabela 9). O extrato em acetato de etilo de S. 
nigra teve maior rendimento (10,32%) comparativamente às outras duas espécies. 
Bezerra et al, 2010, trabalhando com extratos orgânicos de Meliaceae encontrou um 
rendimento de 13,70% para o extrato de folhas de A. indica e 19,79% para folhas de M. 
azedarach quando extraídas com etanol, resultado superior ao encontrado no nosso 
trabalho em 4,42 e 3,03% respetivamente. Provavelmente, a diferença nos rendimentos 
foi consequência da metodologia de extração, uma vez que estes autores utilizaram o 
extrator de Soxhlet para obtenção dos extratos, enquanto que no presente estudo fez-se 
extração por maceração. Outros estudos, nomeadamente Gnoatto et al. (2007), 
demonstraram que a metodologia de extração influencia diretamente o teor dos 
compostos presentes nos extratos.   
Não se calculou o rendimento do extrato de n-hexano de A. indica, porque após a 
extração obteve-se uma amostra com uma parte solúvel (equivalente ao óleo) e uma 
parte sólida (precipitado).  
Tabela 9 - Peso dos extratos e Rendimento de extração. 
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*obtido a partir da quantidade (g) de material vegetal seco moído 
 
Os OEs de plantas de uma população espontânea de F. vulgare obtidos por 
hidrodestilação das partes aéreas colhidas na fase de infrutescência em agosto de 2011 
proporcionaram rendimentos de 0,6%, enquanto a partir das folhas de M. pulegium, 
colhidas na mesma época e local, obteve-se um rendimento de 0,3%. Por sua vez a 
partir da M. pulegium colhida em Évora, na mesma época do ano, obteve-se um 
rendimento de 0,6%. 
 




IV.3. Caraterização dos extratos de Sambucus nigra por Cromatografia em 
Camada Fina (CCF) e em Coluna (CC) 
O extrato vegetal bruto constitui uma matriz complexa, contendo centenas de milhares 
de metabolitos, que diferem consideravelmente nos seus parâmetros físico-químicos e 
espetroscópicos. 
A caraterização química de extratos brutos é, consequentemente, uma tarefa difícil. 
Porém, o aperfeiçoamento de técnicas analíticas proporcionou um papel importante na 
elucidação de composições químicas complexas dos produtos de origem vegetal, com 
níveis elevados de sensibilidade e seletividade, possibilitando o estudo do extrato 
vegetal bruto sem a necessidade do exaustivo trabalho de isolamento que, muitas vezes, 
leva a compostos já conhecidos. 
Na cromatografia em camada fina, define-se geralmente o fator de retenção e/ou a razão 
de retardação Rf. Este valor avalia a distância percorrida pela substância e pelo eluente, 
e a velocidade da frente do eluente ao longo do suporte seco é superior à velocidade 
média do suporte molhado. Esse valor é calculado de acordo com a fórmula: 
 
 
Para separação dos produtos nos extratos de S. nigra por cromatografia em camada fina 
(CCF), foram testados diversos sistemas de eluentes. O sistema mais adequado para 
separação do extrato etanólico foi clorofórmio, acetato de etilo e metanol na proporção 
(20:25:55; v/v) que, após o desenvolvimento do cromatograma nas placas de gel sílica, 
permitiu visualizar 11 manchas completamente separadas, sendo o fator de retenção 
(Rf) calculado para cada uma delas (Tabela 10). O perfil cromatográfico das amostras, 
após revelação com luz ultravioleta a 254 e/ou 366 nm pôde ser visualizado e registado. 
Para separação do extrato em acetato de etilo de S. nigra (EtOAc) o sistema de eluente 
mais adequado foi clorofórmio, acetato de etilo e metanol na proporção (10:30:60; v/v). 
Nesta amostra, através da técnica de CCF, observaram-se quatro manchas no 
cromatograma, estando três delas muito próximas, o que impede uma separação sem 
contaminação, e uma mancha mais isolada. 
Rf* 
                                 
                                            
 




Tabela 10 - Fator de retenção das manchas observadas na TLC em S. nigra (EtOH). 
 Rf* Cor (UVA 366nm) 
1 0,366 Castanho 
2 0,423 Roxo 
3 0,463 Amarelo 
4 0,521 Amarelo 
5 0,606 Roxo 
6 0,620 Amarelo 
7 0,662 Roxo 
8 0,690 Amarelo 
9 0,746 Laranja 
10 0,803 Castanho 
11 0,870 Branco 
 
Os extratos etanólico e de acetato de etilo de S. nigra foram posteriormente purificados 
por Cromatografia em Coluna. As misturas de solventes para cada um destes extratos 
encontram-se no Anexo III, Tabelas III1 e III2. Da eluição de 200 mg do extrato de S. 
nigra (EtOH) com as diferentes misturas de solventes obtiveram-se 31 amostras, as 
quais depois de devidamente marcadas, foram reanalisadas por CCF. As amostras, 
provenientes do cromatograma em CCF, foram agrupadas segundo a semelhança do 
padrão das bandas observadas, quer no visível, quer no espetro do UV a 366 e 254 nm, 
Anexo III (Figura III.1). Deste procedimento resultaram 10 amostras que foram 
evaporadas e conservadas a 4ºC, para posterior análise em cromatografia líquida de alta 
resolução (HPLC). 
Quanto ao extrato EtOAc de S. nigra, efetuou-se análise por Cromatografia em Coluna, 
tendo-se obtido 38 amostras, as quais foram igualmente reanalisadas por CCF e os 
resultados do cromatograma permitiram obter 12 amostras, que foram também 
evaporadas e conservadas, para caraterização química complementar por HPLC.  
Devido ao elevado volume de trabalho e a dificuldades de obtenção e processamento do 
material vegetal, foi impossível concretizar dentro do tempo estipulado, a execução na 
íntegra da análise química de todas as espécies inicialmente consideradas. Assim a 
caraterização dos extratos de sabugueiro teve que ser interrompida na fase de 
caraterização química, tendo sido otimizadas todas as condições básicas para 
complementar este estudo no futuro e deu-se ênfase a um estudo, o mais completo 
possível, de caraterização dos óleos essenciais de M. pulegium e F. vulgare, cuja 




atividade nos ensaios preliminares revelaram ser bastante promissores. Contudo em 
relação ao extrato de S. nigra a sua caraterização química deverá ser complementada em 
estudos subsequentes visto que, apesar de ser pouco conhecida a sua ação inseticida, 
este projeto permitiu confirmar a sua ação larvicida em Ae. aegypti, com resultados a 
aprofundar.  
 
IV.4. Caraterização dos óleos essenciais da Mentha pulegium e Foeniculum vulgare 
por Cromatografia Gasosa acoplada à Espetrometria de Massa (CG-EM) e por 




C RMN ) 
Diferentes técnicas cromatográficas e espetroscópicas estão disponíveis atualmente para 
a caraterização de óleos essenciais. A cromatografia gasosa acoplada à espetrometria de 
massa (CG-EM) é a técnica usual para análise qualitativa e quantitativa dos 
componentes voláteis (terpenos) que constituem os óleos essenciais. A análise 
qualitativa recorre à comparação com amostras padrão ou por comparação com OEs 
cujos componentes já foram previamente identificados. Por vezes, e em caso de dúvida 
a técnica de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) surge como uma valiosa 
metodologia para a caraterização e confirmação de compostos voláteis de OEs. A 
aplicação da espetroscopia de
 13
C RMN na análise de OEs oferece algumas vantagens, 
na medida em que se trata de uma técnica de rápida execução e elevada sensibilidade, 
que permite analisar as amostras à temperatura ambiente, sem degradação dos 
componentes instáveis. A análise qualitativa de OE é baseada na comparação do espetro 
do óleo com espetros dos componentes de óleos puros (compostos padrão), que foram 
obtidos sob as mesmas condições (solvente, temperatura, referência, concentração e 
outros parâmetros), ou pela comparação com outros óleos com composição semelhante. 
As amostras de OE de M. pulegium de Cabo Verde e de Portugal (Évora), de OE de  
F. vulgare de Cabo Verde e OE comercial de F. vulgare de Portugal foram analisadas 
por  CG e CG-EM e os resultados da caraterização qualitativa encontram-se nas Tabelas 
12 e 13. Assim, OE de M. pulegium proveniente de Cabo Verde é constituído 
maioritariamente por mentol (30,4%), mentona (15,3%) e acetato mentilo (14,7) e pelos 
compostos minoritários pulegona (4%), mentofurano (3,8%), linalool (3,3%), neo-




mentol (2,5%) e β-cariofileno (2,5%). Estes compostos representam 94,7% da 
composição total do óleo essencial. 
O OE de M. pulegium de Portugal é maioritariamente constituído por pulegona (61,4%), 
mentona (20,1%), iso-mentona (6,0%) e vestígios de mentol (1,5%), os quais 
representam 93,2% da composição total do OE. No que diz respeito ao agrupamento 
pelo tipo de compostos, uma comparação entre os OEs de M. pulegium de Cabo Verde e 
de Portugal, permitiu verificar uma ligeira diminuição do teor total de hidrocarbonetos 
monoterpénicos, hidrocarbonetos sesquiterpénicos, sesquiterpenos oxigenados. É de 
salientar a presença de vestígios de fenilpropanóides na amostra portuguesa (0,5%) e a 
prevalência do grupo de monoterpenos oxigenados nas duas amostras (80,6 e 90,9%). 
Efetivamente, o estudo da composição do OE de M. pulegium de Cabo Verde por CG-
EM revelou-se mais complexo que o OE da planta de Portugal, tendo os perfis de 
composição apresentado diferenças significativas (Tabela 11 e Anexo IV, Figura IV.1).  
Os dados obtidos da análise de OE de M. pulegium de Portugal estão de acordo com os 
resultados publicados por Figueiredo et al., 2010. Nesse estudo efetuou-se a análise de 
18 amostras de OEs de M. pulegium de Portugal, tendo sido observada a presença de 
96-97% de monoterpenos oxigenados. Os compostos dominantes nos óleos analisados 
também foram, a pulegona 1 (7-65%), mentona 2 (6-20%) e iso-mentona (0,4-17%). As 
diferenças observadas na composição das plantas da mesma espécie, mas de origem 
geográfica diferente podem ser atribuídas ao facto de que a composição do óleo 
essencial varia com as condições ambientais, práticas agrícolas, fatores genéticos e as 
condições ecológicas da planta (Telci, et al., 2006; Fuente, et al., 2003). De acordo com 
Msaada et al., 2007, os estágios de maturação também influenciam a composição do OE 
e as práticas agrícolas e condições ambientais contribuem para incrementar o 












RI Cabo Verde Portugal 












β-Pineno 963 0.5 
0.4 
 
3-Octanol 974 t 0.3 
β-Mirceno 975 1.1 
 α-Terpineno 1002 0.1 
 p-Cimeno 1003 0.2 0.1 
1,8-Cineol 1005 0.9 0.9 
Limoneno 1009 2.3 0.2 
cis-β-Ocimeno 1017 0.3 
 trans-β-Ocimeno 1027 0.1 
 γ-Terpineno 1035 0.2 
 Hidrato de trans-Sabineno  1037 0.1 
 Fenchona 1050 
 
0.2 
Terpinoleno 1064 0.1 
 Linalol 1074 3.3 0.3 






Mentona 1120 15.3 20.1 
iso-Mentona 1126 0.9 6 




neo-Mentol 1139 2.5 
 Lavandulol 1142 t 
 Mentol 1148 30.4 1.5 
Terpinen-4-ol 1148 t 
 iso-Mentol 1154 0.1 




Pulegona 1210 4.0 61.4 
Piperitona 1211 1.7 0.3 
Acetato de linalilo 1245 1.5 






Timol 1275 0.1 
 Acetato de lavandulilo  1278 0.1 
 Acetato de mentilo  1278 14.7 0.6 
Piperitenona 1289 0.1 0.4 
Acetate de nerilo  1353 0.2 
 Acetate de geranilo 1370 0.3 
 cis-Jasmona 1372 0.3 
 β-Burboneno 1379 0.2 
 






RI Cabo Verde Portugal 
α-Gurjuneno 1400 0.4 
 β-Cariofileno 1414 2.5 
 trans-β-Farneseno 1455 0.3 
 Germacreno D 1474 2.0 
 Biciclogermacreno 1487 0.5 
 trans-Calameneno 1505 0.1 
 δ-Cadineno 1505 0.3 
 Elemicina 1525 
 
0.2 
Elemol 1530 0.3 
 Viridiflorol 1569 1.4 
 α-Cadinol 1626 0.4 
 % Identificação 
 
94.7 93.2 
    Agrupamento dos constituíntes 


















RI - Índice de retenção relativa a C9-C17 n-alcanos na coluna DB-1; 
t - trace (<0.05); 
* - Identificação baseado apenas no espetro de massa.  
 
Quanto aos OEs de F. vulgare de Cabo Verde e comercial de Portugal, as análises 
cromatográficas revelaram composições distintas (Tabela 12 e Anexo IV, Figura IV.2). 
No OE de F. vulgare de Cabo Verde foram identificados trinta e um constituintes, 
sendo identificada 97,6 % da composição total deste OE. Os compostos maioritários do 
OE deste F. vulgare são trans-anetol (31,8%), limoneno (28,4%), fenchona (9,7%), -
pineno (7,3%), -pineno (4,9%) e os minoritários p-cimeno (1,9%), β-mirceno (1,8%), 
acetato de β-fenchilo (1,7%) e estragol (1,3%).  
No OE comercial de F. vulgare de Portugal foram detetados trinta e seis constituintes, 
vinte e um dos quais foram identificados, perfazendo cerca de 98,9% do OE. A análise 
cromatográfica do OE comercial de F. vulgare de Portugal revelou ser uma mistura 
complexa de p-cimeno (6,9%), -pineno (5,2%), estragol (3,1%), entre outros, sendo 
também os compostos maioritários o trans-anetol (29,8%), limoneno (17,5%), α-pineno 
(11,9%) e fenchona (9,6%). Quanto ao tipo de compostos, observou-se predominância 
de hidrocarbonetos monoterpénicos (47,0 e 52,6 %) nos OEs de F. vulgare de Cabo 




Verde e Portugal, seguido de fenilpropanóides (34,3 e 33,7 %) e monoterpenos 
oxigenados (15,8 e 12,6 %) respetivamente. 
 
 Tabela 12 - Composição por CG dos óleos essenciais isolados de F. vulgare. 
Componentes 
 Foeniculum vulgare 
RI Cabo Verde  Portugal 
Tricicleno 921 t t 
α-Tujano 924 t 0.1 
α-Pineno 930 4.9 11.9 
Canfeno 938 0.4 0.9 
Sabineno 958 t 0.3 
β-Pineno 963 7.3 5.2 
2-Pentil furano 973 t t 
β-Mirceno 975 1.8 3.7 




α-Terpineno 1002 t 0.1 
p-Cimeno 1003 1.9 6.9 
1,8-Cineol 1005 t 2.5 
β-Pelandreno 1005 t t 
Limoneno 1009 28.4 17.5 
cis-β-Ocimeno 1017 0.4 0.7 
trans-β-Ocimeno 1027 t 0.2 
γ-Terpineno 1035 1.1 0.3 
Fenchona 1050 9.7 9.6 
Terpinoleno 1064 0.1 0.1 
Linalol 1074 t 0.1 
Isopentil de isovalerato 1084 t t 
oxido cis-Limoneno  1095 0.1 t 
Câmfora 1102 0.1 t 
óxido trans-Limonene  1112 1.0 t 
cis-Verbanol 1113 t t 
trans-Verbanol 1114 t t 
Mentona 1120 0.8 
 Pinocarvona 1121 0.1 
 iso-Mentona 1126 t 
 Mentol 1148 t 
 Terpinen-4-ol 1148 0.3 0.1 
Mirtenal 1153 t 
 cis-Dihidrocarvona 1159 t 
 α-Terpineol 1159 t 0.2 
Metil chavicol (= Estragol) 1163 1.3 3.1 
Mirtenol 1168 0.1 
 trans-Carveol 1189 0.5 
 cis-Carveol 1202 0.3 t 
Pulegona 1210 0.8 
 p-Anisaldeído * 1210 0.8 0.5 
Carvona 1210 t 
 β- Acetato de fenchilo 1212 1.7 
 cis-Anetol 1220 t 0.3 
trans-Anetol 1254 31.8 29.8 
Acetato de Bornilo 1265 t 
 Carvacrol 1286 0.2 t 
α-Copaeno 1375 0.2 
 










 RI - Índice de retenção relativa C9-C16 n-alcanos na coluna DB-1; - trace (<0.05);   
 * - Identificação baseada no espetro de massa.   
Muitos estudos fitoquímicos sobre a composição do óleo essencial de F. vulgare de 
diferentes origens geográficas demonstraram que os constituintes maioritários desta 
planta são derivados de fenilpropanóides e monoterpenóides, o que confirma os 
resultados obtidos neste estudo (Renjie et al., 2010; Diaz-Maroto et al., 2006; Ozcan, 
2006). 
Os resultados obtidos a partir da análise de CG e CG-EM de OE de F. vulgare 
comercial de Portugal foram concordantes com o estudo efetuado por Miguel et al., 
2010. Estes autores caraterizaram o OE comercial de partes aéreas de F. vulgare de 
origem portuguesa, por CG e CG-EM, tendo-se obtido como fração dominante 
hidrocarbonetos monoterpénicos (56-64%) e como constituintes maioritários 
fenilpropanóides como o trans-anetol (31-36%), seguido de α-pineno (14-20%) e 
limoneno (11-13%).  
As diferenças por vezes observadas entre diferentes estudos de caraterização química 
podem ser devidas a vários fatores. As percentagens relativas destes componentes nos 
OEs dependem das subespécies (vulgare e piperitum), variedades (azoricum Mill. Thell. 
(Florença), dulce Mill. Thell. (doce) e vulgare Mill. Thell. (amargo)) e quimiotipos, 
órgãos da planta, ontogénese, origem, condições ambientais, tipo e condições de 
extração, (Miguel et al., 2010). 
β-Cariofileno 1414 t t 
trans-α-Bergamoteno 1434 t 
 α-Humuleno 1447 t 
 trans-Metil-iso-eugenol 1471 0.4 
 Aril curcumeno 1474 0.1 
 Germacreno D 1474 0.1 
 δ-Cadineno 1505 0.1 
 Elemicino 1525 t 
     % Identificação 
 
97.6 98.9 
   
Constituíntes agrupados 



















Em ambos os trabalhos não há qualquer informação quanto à variedade da planta em 
estudo, visto que se trata de OEs comerciais; por conseguinte, não se pode referir se se 
trata de uma ou outra variedade ou se são da mesma variedade. No entanto,  a literatura 
refere que, por exemplo, os teores de trans-anetol, estragol e fenchona têm constituído o 
critério determinante para distinguir a variedade doce (dulce) da amarga (vulgare). O 
trans- anetol, de sabor anisado e doce, tem sido referido como o principal composto do 
OE de funcho-doce, representando mais de 80%. A presença de fenchona (percentagens 
superiores a 15 %) tem sido indicada, como decisiva na identificação da variedade 
amarga, devido ao carater pungente e canforeáceo que este composto confere ao OE 
(Miraldi, 1999). Porém, as indicações das farmacopeias acerca das variedades são 
bastante divergentes, sendo que algumas nem estabelecem distinções fitoquímicas 
(Miraldi, 1999). A maioria dos investigadores atribuem a predominância de estragol 
e/ou da fenchona relativamente ao anetol como uma caraterística distintiva da variedade 
vulgare, embora outros compostos como o α-felandreno, estejam presentes em elevadas 
quantidades, podendo contribuir para o sabor amargo e o aroma pungente desta 
variedade.  
Os OEs de M. pulegium e F. vulgare de Cabo Verde foram pela primeira vez 
caraterizados qualitativamente e quantitativamente, sendo os resultados do perfil 
químico do F. vulgare comparáveis a um estudo efetuado com 3 variedades de  
F. vulgare de origem egípcia (Shahat et al., 2011). Nesse trabalho, os autores 
constataram que as variedades azoricum e dulce são semelhantes, na sua composição 
química, mas diferem muito da variedade vulgare. trans-Anetol representou 61% e 46% 
nos OEs das variedades de azoricum e dulce, respetivamente, enquanto na variedade 
vulgare representava apenas 5%. Por outro lado, o estragol foi o principal composto do 
OE da variedade vulgare, com uma concentração de 58% em comparação com apenas 
12% e 6% nos OEs das variedades azoricum e dulce, respetivamente. Outros 
componentes maioritários, incluindo pineno, limoneno e fenchona foram encontrados 
em todos os três óleos analisados. Eucaliptol foi detetado nos OEs das variedades 
azoricum e vulgare, mas estava ausente na variedade dulce.  
A comparação da composição química de F. vulgare de Cabo Verde com as três 
variedades do F. vulgare do Egipto demonstra uma semelhança entre a amostra de Cabo 




Verde (trans-anetol- 29,8 %; estragol- 3,1% e ausência do eucaliptol) e a variedade 
dulce de origem egípcia. 
Para rapidamente selecionar alguns compostos maioritários e avaliar a sua ação 
larvicida optou-se pela identificação dos compostos maioritários de OEs de  
M. pulegium L. e F. vulgare Mill., pela técnica de RMN e deste modo foi possível 
reaproveitar todo o material, visto que o óleo introduzido no equipamento não se 
consome, nem se destrói. Os OEs obtidos de folhas de M. pulegium e partes aéreas de F. 
vulgare de Cabo Verde e de Évora, Portugal, foram analisados por RMN de 
13
C. Dado o 
baixo rendimento do OE de F. vulgare de Portugal optou-se por utilizar o óleo 
comercial de F. vulgare de origem portuguesa. 
A análise por RMN do OE de M. pulegium de Portugal (Tabela 13 e Anexo V, Figuras 
V.1 e V.2) mostrou que a pulegona 1 é o seu principal composto, seguido de mentona 2 
(Figura 20), enquanto no OE de Cabo Verde foram detetados vestígios de pulegona 1 
sendo este óleo uma mistura complexa de mentona, mentol entre outros compostos 
terpénicos (espetros não apresentados).   
A análise do espetro de RMN de 
13
C do OE de funcho de Cabo Verde detetou-se que o 
trans-Anetol 4 e limoneno 5  (Figura 20)  são os constituintes maioritários (Tabela 14 e 
Anexo V, Figuras V.3 e V.4). Enquanto que o OE de funcho comercial de Portugal 
aparenta ser uma mistura complexa de fenchona, -pineno, p-cimeno, α-felandreno, 
estragol e cis-anetol, entre outros (espetros não apresentados). Este estudo preliminar 
demonstrou que F. vulgare de Cabo Verde pode ser considerado um químiotipo devido 
aos níveis elevados e trans-anetol 4 e limoneno 5. 
Estes dados estão de acordo com os apresentados na literatura para este tipo de 
compostos (Guerrini et al., 2006).   
 





Figure 20 - Estrutura química dos principais compostos que constituem os OEs da  
M. pulegium e F. vulgare. 
Tabela 13 - Identificação dos constituintes maioritários da análise de RMN de 
13
C do 
OE de Mentha pulegium de Portugal (Equipamento de RMN 400 MHz). 
 
Pico Composto (ppm) Atribuição 
1 Mentona 2 18,62 CH3 (C-9) 
2 Mentona 2 21,13 CH3 (C-7) 
3 Pulegona 1 21,70 CH3 (C-7) 
4 Pulegona 1 22,04 CH3 (C-9) 
5 Mentona 2 22,22 CH3 (C-10) 
6 Pulegona 1 22,93 CH3 (C-10) 
7 Mentona 2 25,82 CH (C-8) 
8 Mentona 2 27,81 CH2 (C-3) 
9 Pulegona 1 28,55 CH2 (C-3) 
10 Pulegona 1 31,52 CH (C-5) 
11 Pulegona 1 32,72 CH2 (C-4) 
12 Mentona 2 33,84 CH2 (C-4) 
13 Mentona 2 35,41 CH (C-5) 
14 Mentona+ 
Pulegona 1+2 
50,76 CH2 (C-6) 
15 Mentona 2 55,76 CH (C-2) 
16 Pulegona 1 131,60 C=C (C-2) 
17 Pulegona 1 141,78 C=C (C-8) 
18 Pulegona 1 204,05 C=O (C-1) 
19 Mentona 2 212,23 C=O (C-1) 








Tabela 14- Identificação dos compostos maioritários da análise por RMN de 
13
C do OE 
do F. vulgare de Cabo Verde (Equipamento de RMN de 400 MHz). 
 
Pico Composto (ppm) Atribuição 
1 trans-Anetol 3 18,53 CH3 (C-3) 
2 Limoneno 4 20,94 CH3 (C-3´) 
3 Limoneno 4 23,60 CH3 (C-7) 
4 Limoneno 4 28,06 CH2 (C-5) 
5 Limoneno 4 30,73 CH2 (C-6) 
6 Limoneno 4 30,94 CH2 (C-3) 
7 Limoneno 4 41,22 CH (C-4) 
8 trans-Anetol 3 55,38 CH3 (C-7) 
9 Limoneno 4 108,49 CH2 (C-2´) 
10 trans-Anetol 3 114,02 CH (C-2 e C-6) 
11 Limoneno 4 120,77 CH (C-2) 
12 trans-Anetol 3 123,58 CH (C-2´) 
13 trans-Anetol 3 126,99 CH (C-3 e C-5) 
14 trans-Anetol 3 130,47 CH (C-1´) 
15 trans-Anetol 3 130,95 C=C (C-4) 
15 Limoneno 4 150,39 C=C (C-1´) 
16 trans-Anetol 3 158,69 C=C (C-1) 
 
IV.5. Bioensaios larvicidas com os extratos das meliáceas 
Em relação às meliáceas, A. indica (“neem") e M. azedarach, os ensaios preliminares 
revelaram atividade larvicida apenas para os extratos em n-hexano (Anexo VI). 
Contudo, ao efetuar as réplicas necessárias verificou-se por um lado que os resultados 
não eram reprodutíveis e, por outro, havia sempre elevada mortalidade no grupo 
controlo (mistura de água e solvente). A mortalidade registada no grupo controlo foi 
eliminada com sucessivas diluições do extrato e concentração deste num menor volume 
possível. Mas a falta de reprodutibilidade ao longo dos ensaios, foi incontornável, pelo 
que, dado à limitação do tempo para execução deste projeto, não foi possível avaliar a 
atividade larvicida dos extratos destas duas plantas, como inicialmente previsto.  
Em relação ao extrato de A. indica foi preparada uma solução “stock” de 50 mg/ml, a 
partir da qual foram testadas sucessivas diluições (850,0; 950,0; 1050,00; 1150,0 μl) de 
extrato. Em ensaios preliminares estes extratos revelaram mortalidade variável sobre as 
larvas entre os 12 e 72 %, mas estas mortalidades sofreram alterações drásticas ao longo 
dos sucessivos ensaios, apesar das condições a que as réplicas foram realizadas terem 
sido padronizadas. 




O facto de a extração de A. indica em n-hexano ter originado uma fração oleosa e outra 
sólida dificultou a otimização das emulsões com o tensioativo selecionado e fez variar 
as caraterísticas do produto usado. Testaram-se dois tensioativos, Tween®20 e 
Triton®100, tendo o último sido bastante tóxico em diluições inferiores a 0,005%, pelo 
que se decidiu efetuar todos os ensaios larvicidas com Tween®20 a 0,004%. 
 
IV.6. Análise estatística dos bioensaios larvicidas e adulticidas  
Todos os resultados obtidos dos biensaios larvicidas e adulticidas foram submetidos a 
tratamento estatístico, recorrendo ao programa SPSS - probit, pretendendo efetuar 
análise de regressão para o conjunto de dados, em que a variável dependente 
(mortalidade) é medida em função da variável independente (concentração ou dose 
aplicada), sendo a resposta representada pela percentagem de mortalidade. As hipóteses 
estabelecidas foram: 
 Hipótese Nula (H0): ρ >α (0,05) - Há um ajuste adequado dos dados ao modelo 
de distribuição normal.  
 Hipótese alternativa (H1): ρ<α (0,05) - Não há um ajuste adequado dos dados ao 
modelo de distribuição normal. 
Recorrendo à análise probit obtiveram-se valores de probabilidade estimados de dose-
mortalidade, tendo por base os dados observados. O teste de qualidade de ajuste,  
Qui-Quadrado de Pearson mostrou que a transformação probit foi adequada para obter a 
curva de dose-resposta, para as plantas F. vulgare de Portugal, F. vulgare de Cabo 
Verde, S. nigra de Portugal, M. pulegium de Cabo Verde e para os compostos ativos 
trans-anetol e pulegona, conforme a Figura 21. Os valores de p1 (Significância) para as 
plantas anteriormente referidas foram superiores ao α (0,05), confirmando a qualidade 
do ajustamento (Figura 22). Os valores de R
2
 obtidos da regressão entre as doses 
(concentrações) observadas e estimadas são superiores a 98 %, validando o modelo de 
distribuição de probit utilizado neste estudo, para predizer a probabilidade de 
mortalidade em função da concentração aplicada (Figura 23). 




Porém o teste de qualidade de ajuste, Qui-Quadrado de Pearson, mostrou que a 
transformação probit não confirmou um bom ajustamento da curva dose - resposta para 
as seguintes duas espécies vegetais (a, b, c) e os compostos ativos (d,e):  
a) M. pulegium de Portugal (atividade nas larvas do 3º estádio de Ae. aegypti);  
b) F. vulgare de Portugal (em mosquitos adultos de Ae. aegypti);  
c) F. vulgare de Cabo Verde (atividade nas larvas do 3º estádio de An. arabiensis e nos 
adultos de ambas as espécies);  
d) (-)-limoneno, (+)-limoneno (atividade nas larvas do 3º estádio de Ae. aegypti);  
e) e estragol (atividade nas larvas do 3º estádio de Ae. aegypti).  
Por conseguinte recorreu-se a outro teste que avalia a relação entre dose-mortalidade 
referentes às espécies vegetais e compostos ativos acima referidos, ou seja, ao teste Qui-
Quadrado da razão de verossimilhança. Tal teste permite melhorar a habilidade de 
predizer a ocorrência de mortalidade, sendo expresso pelo baixo valor do logaritimo de 
verossimilhança e de p2 (significância). Foram estabelecidas as seguintes hipóteses para: 
 H0: Há uma relação direta entre a dose aplicada e a mortalidade observada. 
 H1: Não há uma relação direta entre a dose aplicada e a mortalidade observada. 
 α=0,05 
Na tabela 15 resume-se os resultados da aplicação dos referidos testes. Relativamente a 
estas plantas/compostos ativos (situações anteriormente referidas como a, b, c, d, e), em 
que não houve um bom ajustamento para a curva dose-mortalidade pelo teste de 
verossimilhança do Qui-Quadrado confirmou-se que não há uma relação direta entre as 
percentagens de mosquitos mortos (variável dependente) e as doses aplicadas (variável 
independente), sendo os valores de p2 inferiores ao nível de significância estabelecido 








Tabela 15 - Testes de Pearson e Verossimilhança do Qui-Quadrado aplicados aos 
dados e os respetivos parâmetros estatísticos, [Qui-Quadrado (χ2), graus de 













F. vulgare Portugal (Ae. aegypti /L3) - 1,825 3 0,609 0,05 p1> α; NRH0 
F. vulgare CV (Ae. aegypti / L3) - 0,535 2 0,765 0,05 p1> α; NRH0 
(-)-limoneno 4 (Ae. aegypti / L3)
 
- 12,662 3 0,005 0,05 p1<α; RH0 
16,094 - 4 0,003 0,05 p2<α; RH0 
(+)-limoneno 4 (Ae. aegypti /L3) 
- 15,562 3 0,001 0,05 p1<α; RH0 
16,094 - 3 0,003 0,05 p2<α; RH0 
Estragol (Ae. aegypti /L3) 
- 8,555 3 0,036 0,05 p1<α; RH0 
16,094 - 4 0,003 0,05 p2< α RH0 
trans-anetol 3 (Ae. aegypti / L3) - 4,885 3 0,180 0,05 p1>α;NRH0 
S. nigra (Ae. aegypti / L3) - 0,222 2 0,895 0,05 p1>α; NRH0 
M. pulegium Port (Ae. aegypti /L3) 
- 28,146 4 0,000 0,05 p1<α; RH0 
21,061 - 
   
p2<α; RH0 
M. pulegium CV (Ae. aegypti /L3) - 1,734 4 0,785 0,05 p1>α;  NRH0 
Pulegona 1 (Ae. aegypti /L3) - 6,996 3 0,072 0,05 p1>α; NRH0 
F. vulgare Port (An. arabiensis /L3) - 5,324 3 0,150 0,05 p1>α; NRH0 
F. vulgare CV (An. arabiensis /L3) 
- 10,579 3 0,014 0,05 p1<α; RH0 
16,094 - 4 0,003 0,05 p2<α; RH0 
F. vulgare Port/(Ae. aegypti/ 
adultos) 
- 10,620 2 0,005 0,05 p1<α; RH0 
11,090 11,090 3 0,011 0,05 p2<α; RH0 
F. vulgare CV/(Ae. aegypti/ adultos) 
- 6,185 2 0,045 0,05 p1<α; RH0 
11,090 11,090 3 0,011 0,05 p2<α; RH0 
F. vulgare CV/(An. arabiensis/ 
adultos) 
- 12,008 2 0,002 0,05 p1<;α RH0 
11,090 11,090 3 0,011 0,05 p2<α; RH0 
NRH0: não se rejeita a hipótese nula; RH0: rejeita-se a hipótese nula;CV- Cabo Verde; Port- Portugal; L3-
Larvas do 3º estádio. p1-grau de significância do teste de Pearson; p2- grau de significância do teste 










Figura 21 - Curva dose-mortalidade de plantas de Portugal (a) e de Cabo Verde 
(b) e trans-anetol (c) em Ae. aegypti. 
a1) 
 
  b1) 
 
a2) 


























































































































































































Concentração (μl l-1) - t-anetol






Figura 22 - Curva dose-mortalidade observada e estimada. Plantas de Portugal (a) e de 
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Log10_Concentração (μl-1)  - M. pulegium 
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Valores de probabilidade estimados Valores de probabilidade observados





a1 - F. vulgare  
         
b1 - F. vulgare 
    
a2 - S. nigra 
    
b2 - M. pulegium 
 
a3 - F. vulgare em An. arabiensis  
   
b3 - pulegona  
 
 
c - trans_Anetol  
 
Figura 23 -  Valores de R
2
 obtidos na regressão entre as concentrações 
observadas e estimadas. Portugal (a) e Cabo verde (b). a1- OE (μlL
-1
) de F. 
vulgare; a2 - extrato (em mgL
-1
) de S. nigra (ambos em Ae. aegypti /L3);a3 - OE 
de F. vulgare em An. arabiensis /L3; b1 - F. vulgare; b2 - M. pulegium; b3 - 
pulegona e c - trans-anetol (os últimos em Ae. aegypti /L3). 
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IV.7.1. Bioensaios larvicidas com os extratos do Sambucus nigra em acetato de etilo 
 
Sambucus nigra encontra-se descrito na literatura, como sendo uma planta com 
propriedade medicinal, no tratamento de doenças inflamatórias e reumatóides devido à 
presença de alcalóides nomeadamente da sambucina, sendo referida também como um 
bom diurético devido a presença de flavonóides (Ponessa et al, 2001), contudo existem 
poucas referências quanto à sua ação inseticida nos Culicídeos. 
Em estudos recentes foi constatado o efeito larvicida em An. atroparvus e em Ae. 
aegypti do Arquipélago da Madeira (Rocha et al, 2008), pelo que tornou-se pertinente a 
inclusão desta planta neste estudo. 
Foram efetuados testes de sensibilidade às larvas do 3º estádio de Ae aegypti, com 
extratos etanólico (ETOH) e acetato de etilo (EtOAc) de S. nigra, mas apenas os 
últimos revelaram efeito larvicida, tendo sido determinadas as doses letais mínimas que 
eliminam 50, 90 e 99 % da população (Tabela 16). A mortalidade de 8 % observada no 
grupo controlo foi corrigida com a fórmula de Abbott. 
Tabela 16 - Atividade do extrato em acetato de etilo (EtOAc) de S. nigra no 3º estádio 





(Intervalo de confiança 95%) 
CL50 312,4 (304,7-320,0) 
CL90 390,3 (375,1-412,2) 
CL99 468,0(438,6-513,4) 






-Coeficiente de correlação 
 
O teste de Pearson para determinação do ajustamento da reta determinada aos resultados 
obtidos permitiu concluir por um bom ajustamento da mesma (Qui-Quadrado=0,222, 
 




gl=2 e p=0,895 (Anexo VII.1 e Figura VII.1). Os resultados obtidos através do 
programa SPSS incluem ainda o cálculo dos intervalos de confiança para a dose, ou o 
seu logaritmo de base 10, associadas das percentagens de mortalidade entre 0,01 e 
99,0%, (Anexo VII.2).  
Tratando-se de um extrato bruto, isto é, que não foi submetido ao fracionamento e 
purificação, as concentrações letais obtidas foram muito baixas. Verifica-se que as 
doses mínimas necessárias para matar 50% e 90% das larvas foram de, respetivamente, 
304,7 mgL
-1
 e 389,9 mgL
-1
, pelo que se considera que esta população é sensível ao 
extrato de S. nigra (EtOAc). Verifica-se que as concentrações letais obtidas confirmam 
a ação larvicida observada em estudos anteriores (Rocha et al, 2008), efetuados com 
larvas de Ae. aegypti do Arquipélago da Madeira (LC50=350 mgL
-1
 e LC90=1940  
mgL
-1
). Comparando os resultados da quantificação dos parâmetros letais, a população 
de Cabo Verde parece ser mais sensível ao extrato do S. nigra que a da Madeira. Este 
resultado vem confirmar o referido por Sukumar et al., 1991, que as caraterísticas 
genéticas dos mosquitos podem contribuir, entre outros fatores para a variação de 
respostas dos mesmos quando expostos aos fitoquímicos. Aedes aegypti foi introduzido 
na Madeira em 2005, provavelmente oriunda da América latina (Seixas, 2012), e em 
Cabo Verde foi assinalada a sua presenção pela primeira vez por Sant'Anna em 1931 
(citado por Ribeiro et al., 1980), proveniente do continente africano, sendo, assim, de 
admitir que a diferente origem das populações possa justificar, ou contribuir para, as 
diferenças de sensibilidade observadas.  
 
 
IV.7.2. Bioensaios larvicidas com óleos essenciais de M. pulegium e F. vulgare  
 
Nos bioensaios de larvicidas, e de acordo com as normas preconizadas pela 
Organização Mundial de Saúde, o registo da mortalidade é efetuado 24h após contato 
com o produto testado. No entanto, no caso do óleo essencial de F. vulgare, foi 
observada a ocorrência de mortalidade larvar 3 horas após a exposição. Atingiu-se, 
aproximadamente, 100% de mortalidade das larvas de Ae. aegypti com 52,4 µlL
-1 
do 
óleo de funcho de origem portuguesa comparativamente aos 37,1 µlL
-1
do funcho de 
origem cabo-verdiana (Tabela 17). Este resultado confirmou os efeitos larvicidas do 




óleo essencial de F. vulgare referidos por Chung et al., 2011, que obtiveram efeito 
tóxico considerável com esta mesma planta em larvas do 4º estádio de Ae. aegypti com  
CL50 de 41,23ppm e CL90 de 65,20ppm. Para ambas as plantas não houve mortalidade 
nos grupos controlo. 
Existem várias referências à atividade biocida de extratos de F. vulgare contra 
diferentes espécies de insetos e ácaros (Mimica-Dukić et al, 2003). Trabalhos 
anteriores, que avaliaram as propriedades larvicidas do óleo essencial de F. vulgare, 
verificaram que uma concentração de 40 mgL
-1
 causava 50% de mortalidade em larvas 
do segundo estádio de Culex pipiens, 2 horas após o contato, enquanto que uma 
concentração de 60 mgL
-1
 e após 4 h de exposição, causava 90% de mortalidade em 
larvas de 4 º estádio da mesma espécie (Zoubiri  et al, 2011).  
 
Tabela 17 - Efeito larvicida dos óleos essenciais de F. vulgare e M. pulegium em larvas 
do 3º estádio de Ae. aegypti, 24 horas após contacto. 
 








F. vulgare F. vulgare M. pulegium M. pulegium 
Cabo Verde Portugal Cabo Verde Portugal 
CL50 23,3 (22,6-24,0)* 28,2 (27,2-29,3) 136,1(132,1-140,0) 107,3 (92,6-112,5)

         
CL90 30,1(28,7-32,3) 39,6 (37,5-42,6) 183,4(176,1-192,8) 155,0 (131,4-236,8) 
CL99 37,1 (34,2-41,8) 52,4 (48,0-58,7) 223,9 (219,1-254,4) 209,3 (163,1-428,3) 
Equação da reta 11,07x +(-15,14) 9,38x+ (-12,5) 9,85x+(-21,02) 6,96x+(-14,19) 
R
2
 0,999 0,983 0,995 0,921 
*equivale aproximadamente a 4,4 mgL
-1




Os resultados obtidos comprovam ainda efeito larvicida de OE de M. pulegium de 
Portugal (CL99-209,3 µlL
-1
) e de Cabo-Verde (CL99-223,96 µlL
-1
). 
Os efeitos inseticidas dos OEs de M. pulegium contra mosquitos foram também 
referidos por Michaelakis et al. (2011), num estudo em que foi avaliado o efeito desta 
planta em larvas do Culex pipiens, tendo sido obtida CL50 de 46,97 mgL
-1
. Também é 
conhecida a aplicação do óleo desta planta no controlo de outros grupos de insetos 
(Conceição et al, 2010).  




A OMS não estipula nenhum critério de classificação para potenciais larvicidas; alguns 
autores utilizam os valores da concentração letal mínima que elimina 50% da população  
(CL50) como critério de atividade, mais especificamente, se CL50 < 50 mgL
-1 
 o produto 
é considerado muito ativo, se 50< CL50 < 100 mgL
-1
 o produto é considerado ativo, e 
quando CL50 750 mgL
-1
 o produto é considerado inativo (Chantraint et al, 1998; 
Komalamisra et al, 2005; Magalhães et al, 2010; Masscho et al, 2009). Considerando 
que a planta com atividade mais elevada no presente estudo, F. vulgare (Cabo Verde) 
apresenta CL50 igual a 23,3 μlL
-1 
, aproximadamente 4,4 mgL
-1
, considera-se, segundo 
estes critérios,  o OE desta planta com elevado potencial larvicida. 
No caso de An. arabiensis foi grande a dificuldade no estabelecimento de uma colónia, 
tendo-se revelado difícil e morosa a produção suficiente de indivíduos para se efetuarem 
os ensaios previstos. Assim optou-se por fazer bioensaios larvares somente com OE de 
F.vulgare, visto tratar-se da espécie vegetal que nos ensaios de otimização das 
concentrações, revelou maior atividade larvicida. Em termos de concentrações letais 
obtidas para ocorrência de 50, 90 e 99 % de mortalidade observaram se pequenas 
diferenças com a aplicação dos OEs de F.vulgare de Cabo Verde e de Portugal. No 
entanto é necessária realização de maior número de réplicas, de modo a avaliar se as 
diferenças de atividade observadas entre as duas plantas são efetivamente significativas 




Figura 24 - Comparação da atividade larvicida dos OEs de F. vulgare Cabo 
Verde (CV) e de Portugal (P) em larvas de An. arabiensis. 















Tabela 18 - Atividade larvicida do OE de F. vulgare de Cabo Verde e Portugal em 












CL50 27,0 (24,0-30,4) 27,3 (25,2-29,6) 
CL90 36,6 (32,0-50,7) 37,8 (34,0-45,9) 
CL99 47,1 (38,4-81,2) 49,4 (41,8-68,1) 
Equação da reta 9,5x+(-13,6) 8,5x+(-12,3) 
R
2
 0,948 0,979 
 
IV.7.3. Bioensaios larvicidas com os compostos ativos dos óleos essenciais de  
M. pulegium e F. vulgare  
Após identificação dos compostos maioritários dos OEs das duas plantas (F. vulgare e 
M. pulegium) foi avaliada a atividade larvicida de alguns dos seus compostos, 
nomeadamente trans-anetol, estragol, (-)-limoneno, (+)-limoneno, pulegona e mentona. 
Os resultados da análise da atividade dos OEs destas plantas, e dos seus constituintes, 
sobre as larvas de Ae. aegypti evidenciam as propriedade larvicidas daqueles e a 
existência de efeitos sinergistas entre vários dos constituintes ativos (Figura 25), mais 
evidentes nos casos do trans-anetol e estragol.  
 






Figura 25 - Comparação da atividade larvicida dos OEs de F. vulgare e da M. pulegium 
de Cabo Verde (CV) e de Portugal (P) e dos respetivos compostos ativos nas larvas do 
3º estádio de Ae. aegypti. 
 
O gráfico mostra que, comparativamente aos OEs brutos, são necessários em alguns dos 
compostos (L-limoneno e pulegona) menores volumes para se obter 50, 90 e 99% de 
mortalidade das larvas de Ae. aegypti (Tabelas 17 e 19).  
No caso de M. pulegium constatou-se que a elevada atividade larvicida da pulegona, um 
dos seus compostos maioritários, é consentânea com a atividade do respetivo OE bruto, 
ou seja com um CL50 de 58,5 µlL
-1
versus um CL50 107,3 µlL
-1
. Os ensaios larvicidas 
com mentona, um dos compostos maioritários de M. pulegium mostraram que, apesar de 
se terem usado doses muito elevadas (500 μlL
-1
), não se observou mortalidade. 
Efetivamente as larvas foram afetadas, mas permaneceram em estado de letargia, 
durante 24 horas, não ocorrendo morte nem reanimação das mesmas ao fim de 48 horas, 




















Tabela 19 - Atividade larvicida dos compostos ativos de F. vulgare (a) e de  

















CL50 13,0 (10,5-16,7) 17,8 (12,8-23,2) 29,3 (28,0-30,6) 46,4 (42,5-50,0) 58,5 (48,3-67,3) 
CL90 23,2 (18,8-36,0) 41,0 (25,5-69,7) 45,2 (42,5-48,8) 59,1 (54,2-69,6) 100,4 (85,1-136,9) 
CL99 35,7 (26,1-77,3) 59,1 (38,2-197,7) 64,3 (58,2-73,3) 72,1 (63,3-95,3) 155,9 (119,8-275,8) 
Equação da 
reta 
5,3x+ (-6,1) 4,1x+ (-5,2) 7,6x (-10,4) 11,1x+ (-18,5) 6,5x+(-11,0) 
R
2
 0,972 0,968 0,981 0,972 0,999 
 
 
IV.7.4. Bioensaios adulticidas com óleo essencial de F. vulgare 
  
Efetuaram-se testes de sensibilidade, em formas adultas de Ae. aegypti, aos óleos 
essenciais de F. vulgare de Cabo Verde e Portugal e, em formas adultas de An. 
arabiensis, ao OE de F. vulgare de Cabo Verde, sendo os resultados preliminares, por 
não ter havido mosquitos em quantidade suficiente para fazer as réplicas necessárias 
(N=75-100). Na Tabela 20 são apresentadas as doses letais mínimas para eliminar 50, 
90 e 99% dos exemplares, sendo as doses expressas em percentagem de óleo-emulsão 
aplicadas num papel de filtro com 180 cm
2 
de área de contacto. A emulsão foi preparada 
em Tween
®
20 a 0,04% e no grupo controlo os papéis de filtro foram impregnados 
apenas com uma solução aquosa de Tween
®
20 (tensioativo). Os mosquitos estiveram 
em contacto com o produto testado durante uma hora e a monitorização das 
mortalidades foi efetuada ao fim de 24 horas, contudo foi observado que após 10 
minutos de exposição todos os mosquitos tombaram, com a excepção do tubo controlo. 
Ao fim de 24 horas, quando se registaram as mortalidades observou-se reanimação dos 










Tabela 20 - Atividade do OE de F. vulgare em mosquitos adultos de Ae. aegypti, (a) e 
em An. arabiensis (b). 
Concentração 
letal 








(%) Cabo Verde Portugal Cabo Verde 
CL50 1,7 (0,7-2,2) 2,4 (0,6-3,1) 1,5 
CL90 2,8 (2,2-6,8) 3,3 (2,7-294,5) 2,7 
CL99 4,2 (3,0-31,2) 4,3 (3,2-…) 4,3 
Equação da reta 5,3x+(-1,2) 11,0x+(-4,1) 5,3x+(-0,9) 
R
2
 0,980 0,900 0,912 
 
 
IV.7.5. Tratamento estatístico dos bioensaios larvicidas e adulticidas  
IV.7.5.1 Análise estatística da atividade larvicida 
 
Para avaliar a normalidade de distribuição das variáveis em estudo (mortalidade versus 
concentração) foram utilizados os testes de Kolmogorov-Sminorv e Shapiro-Wilk. Os 
dois testes averiguam a hipótese de que os dados apresentam uma distribuição normal. 
No caso de amostras menores que 50 indivíduos, o teste Shapiro-Wilk é mais robusto. 
Um valor p inferior à significância () indica um desvio na distribuição dos dados em 
relação à curva Normal. 
Na Tabela 21 apresentam-se os resultados que englobam a estatística descritiva e os 
testes de Normalidade para as diferentes percentagens de mortalidade de mosquitos 
observadas, face às aplicações de concentrações (doses) obtidas das plantas em estudo. 
Os resultados dos testes demonstraram que as percentagens da mortalidade dos 
mosquitos seguem uma distribuição normal, face às concentrações aplicadas, tanto dos 








Tabela 21 - Análise estatística da atividade larvicida face às doses aplicadas dos OEs 
das espécies vegetais em estudo. Testes de Normalidade. 




compostos ativos de F. vulgare.; N: número de observações; X: 
Média; Md: Mediana; s: Desvio padrão. Sk.: skewness.Ku.: kurtosis.K-S:Kolmogorov-Smirnov’s com 
correção de “Lilliefors significance2; S-W: Shapiro-Wilk;  
 
Uma vez que foram satisfeitos os requisitos da independência e da normalidade das 
mortalidades (variáveis quantitativas dependentes) dos mosquitos causadas pelas 
concentrações (ou doses) das diferentes plantas, aplicou-se a tais mortalidades os testes 
paramétricos nomeadamente o teste t de Student para amostras independentes, que 
permite avaliar a hipótese de igualdade ou diferenças entre duas médias e o teste 
ANOVA, que permite comparar a variabilidade das médias de todas as amostras com a 
variabilidade intrínseca das amostras.  
Por uma questão de rigor, sem desprezar os resultados do teste de normalidade de 
Kolmogorov-Smirnov, optou-se nas amostras em que a normalidade não foi 
comprovada (p <α), por considerar o teste de Mann-Witney, que é uma alternativa não 
paramétrica usada para a comparação de variáveis ordinais ou quantitativas entre dois 
grupos independentes, quando a distribuição não é simétrica (normal). Considerou-se 
ainda o teste de Kruskal-Wallis, que é uma alternativa não paramétrica para a análise de 
variância, usado para comparar amostras independentes. 
 F. vulgare M. pulegium S. nigra Estragol t-anetol 

















N 250 250 200 200 200 200 200 
X 71,7 43,6 58,7 50,0 52,3 61,6 58,6 
Md 80,5 37,5 64,5 41,5 53,8 76,1 64,0 
s 3,3 3,4 3,4 3,5 3,2 3,8 3,6 
Sk. -0,941 0,925 -0,431 0,498 -0,155 -0,511 -0,358 


































































Na Tabela 22 resumem-se os resultados da aplicação dos testes paramétricos, e na 
Tabela 23 os  resultados dos testes não paramétricos. 
No caso da aplicação do teste t-student (Tabela 22) verifica-se que p >  (0,05) para 
todas as mortalidades observadas com aplicação de diferentes concentrações de OEs 
extraídas das espécies vegetais testadas. Pelo que se rejeita a hipótese nula (de 
igualdade de variâncias), ou seja não há uma diferença estatisticamente significativa 
entre as médias da mortalidade conseguida com as doses de plantas de Cabo Verde e 
Portugal, nomeadamente entre: 
 S. nigra e  F. vulgare de Portugal, 
 OE brutos e os respetivos compostos ativos,  
 OE de F. vulgare aplicados em larvas de An. arabiensis;  
 Mosquitos adultos de diferentes espécies (Ae. aegypti e An. 
arabiensis) ou da mesma espécie expostos a diferentes produtos. 
No caso da aplicação do teste de Levene (Tabela 22), verifica-se que o p > 0,05, pelo 
que se aceita H0, que mostra a igualdade de variâncias entre os grupos. Podendo 
afirmar-se, então, que a potencialidade de causar mortalidade nos mosquitos é 
aproximadamente igual entre os grupos anteriormente referidos, não se registando 
diferenças significativas. 
Relativamente à ANOVA verificam-se valores de significância altos indicando também 












Tabela 22 - Análise estatística da atividade larvicida face  às concentrações aplicadas 
dos OEs das espécies vegetais em estudo. 
p**:CA1/FvCV; CA1: compostos ativos do F. vulgare 
 
Portanto, podemos dizer que a potencialidade de causar mortalidade aos mosquitos não 
é significativamente diferente entre os grupos em análise.  
Com o teste de Mann-Witney pretende-se a comparação da mediana da mortalidade, 
causada por diferentes plantas. Como resultado da aplicação deste teste  constata-se 
também que não há diferença significativa na mediana de mortalidade dos mosquitos 
expostos a concentrações de OE/extrato ou composto ativo de uma mesma planta, mas 
com origem geográfica distintas. O valor de p em todos os casos é maior que α (Tabela 
23). 
Pretendeu-se com o teste H de Kruskal Wallis analisar a variância da mortalidade dos 
mosquitos causada pelas diferentes concentrações aplicadas. Neste caso está-se a 
comparar dois grupos, daí os resultados serem muitos semelhantes ao do teste de Mann-
Whitney. 
Verifica-se a partir dos resultados deste teste que  p >  (Tabela 23) em todos os casos 
analisados. Assim, não há evidências para se concluir que existam diferenças 
significativas nas variâncias da mortalidade dos mosquitos expostos a concentrações de 





Espécies de plantas e os compostos ativos 





g.l. = 8 
p = 0,473 
-0,431 
g.l. = 10 












g.l.1 =1;  g.l2=8 
p=0,576 
0,005 
g.l.1 =1;  g.l2=10 
p=0,943 
0,006 
g.l.1 =1 g.l2=7 
p=0,940 
0,464 
g.l.1 =1; g.l2=8 
p**=0,515 
0,095 


















Tabela 23 - Análise estatística da atividade larvicida face às doses aplicadas dos OEs 
das espécies vegetais em estudo. 
p*: S. nigra P / F. vulgare P; p**:CA1/F. vulgare CV; CA1: compostos ativos do F. vulgare.  
 
Os mesmos testes estatísticos foram efetuados para as atividade larvicida e adulticida, e 
para as atividades larvicidas entre diferentes espécies de insetos face às concentrações 
aplicadas dos OEs das espécies vegetais em estudo (Tabelas 24 e 25). 
Considerando os resultados do teste de S-W, (p>α) verifica-se que não se rejeita H0, ou 
seja, as percentagens de mortalidade dos mosquitos sob a forma larvar e adulta seguem 
uma distribuição normal, face às concentrações aplicadas, independentemente das 
espécies de mosquito em análise. Os resultados dos teste não paramétricos referidos 









Espécies vegetais e Compostos ativos  











































Tabela 24 - Análise estatística da atividade larvicida e adulticida face às doses 
aplicadas, dos OEs das espécies vegetais e os respetivos compostos. Estatística 










































 N 300 300 200 100 100 100 100 100 
X 63,2 58,4 72,0 56,9 56,0 77,5 56,0 74,7 
Md 72,7 61,2 80,0 43,2 46,0 85,0 54,0 77,0 
s 3,7 3,8 3,1 3,7 3,6 2,7 3,1 2,6 
Sk. -0,813 -0,193 -0,944 0,225 0,157 -1,356 0,213 -0,407 




































































N: número de observações; X: Média; Md: Mediana; s: Desvio padrão.  Sk.: skewness. Ku.: kurtosis. 
 K-S:Kolmogorov-Smirnov’s com correção do Lilliefors significance S-W: Shapiro-Wilk; CA1: compostos ativos de 
F. vulgare e CA2: compostos ativos de M. pulegium. 
 
Tabela 25 - Análise estatística da atividade larvicida e adulticida face às doses 
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p**:CA1/ F.vulgare CV; CA1: compostos ativos de F. vulgare e CA2: compostos ativos de M. pulegium. 
p***:Pulegona /M. pulegium CV 




Ao comparar os compostos ativos: estragol, trans-anetol, (-)-limoneno e (+)-limoneno 
com o OE bruto de F. vulgare; pulegona e OE bruto da M. pulegium; extrato de S. nigra 
de Portugal e OE bruto de F. vulgare de Portugal; OE de F. vulgare de Cabo Verde e de 
Portugal sobre larvas de An. arabiensis; efeito adulticida de Ae. aegypti e de An. 
arabiensis quando expostos ao OE de F. vulgare de Cabo Verde, não se constataram 
diferenças estatisticamente significativas, pelos testes aplicados, embora seja notório 
que, para eliminar 50, 90 e 99% da população de larvas de Ae. aegypti, são necessárias 
concentrações mais baixas de OE de F. vulgare comparativamente ao OE de M. 
pulegium e que os compostos ativos L-limoneno e pulegona revelam maior eficiência de 
mortalidade, na medida em que é preciso uma dose mais baixa para os mesmos 
parâmetros de letalidade. 
Fazendo o teste de correlação de Pearson (bi-caudal) entre as mortalidades dos 
mosquitos observadas em função da aplicação de diferentes concentrações testadas de 
OEs e compostos ativos, verifica-se que há uma correlação muito elevada (>95%) ou 
significativa, entre as mortalidades, para α=0.01 e α=0.05, realçando evidências de que 
não há diferenças significativas nas mortalidades observadas, em função das diferentes 
concentrações aplicadas. 
Por outro lado, observaram-se algumas situações em que as concentrações aplicadas não 
têm o mesmo impacte sobre a mortalidade, sendo tal diferença observada pelos valores 
de coeficientes de correlação de Pearson baixa (< 95%) correspondendo a nível de 
significância, α0.05. São os casos de:  
 
a) MortF. vulgare CV/MortF. vulgare P 
(L3 Ae. aegypti); 
b) MortF. vulgare CV (L3 Ae. 
aegypti)/MortF. vulgare CV (L3 An. 
arabiensis); 
c) MortF. vulgare CV(L3 Ae. aegypti) /MortF. 
vulgare P (L3 An. arabiensis); 
d) MortF. vulgare P/Mortpulegona (L3 Ae. 
aegypti);  
e) MortF. vulgare P/Mort estragol (L3 Ae. 
aegypti); 
f) MortF. vulgare P/Mort (-)-limoneno (L3 
Ae. aegypti); 
n) Mort estragol (L3 Ae. aegypti)/Mort F. 
vulgare CV (Ae. aegypti_adultos); 
o) Mort trans-anetol (L3 Ae. aegypti)/Mort F. 
vulgare CV (L3 An. arabiensis); 
p) Mort trans-anetol (L3 Ae. aegypti)/Mort F. 
vulgare CV(Ae. aegypti_adultos); 
q) Mort (-)-lim (L3 Ae. aegypti) /MortF. vulgare 
CV (L3 An. arabiensis); 
r) Mort (-)-lim (L3 Ae. aegypti)/MortF. vulgare 
P (L3 An. arabiensis); 
s) Mort (+)-lim (L3 Ae. aegypti)/MortF. vulgare 
CV (L3 An. arabiensis); 




g) MortF. vulgare P (L3 Ae. aegypti)/Mort F. 
vulgare CV (Ae. aegypti_adultos); 
h) MortM. pulegium P (L3 Ae. aegypti)/Mort F. 
vulgare CV (Ae. aegypti_adultos); 
i) MortM. pulegium CV(L3 Ae. aegypti)/Mort 
F. vulgare CV (Ae. aegypti_adultos); 
j) MortS. nigra P (L3 Ae. aegypti)/MortF. 
vulgare CV (L3 An. arabiensis); 
k) Mort pulegona (L3 Ae. aegypti)/Mort F. 
vulgare P (L3 An. arabiensis); 
l) Mort estragol (L3 Ae. aegypti)/Mort F. 
vulgare CV (L3 An. arabiensis); 
m) Mort estragol (L3 Ae. aegypti)/Mort F. 
vulgare P (L3 An. arabiensis); 
 
t) Mort (+)-lim (L3 Ae. aegypti)/Mort F. vulgare 
CV (Ae. aegypti_adultos); 
u) Mort F. vulgare CV (L3 An. arabiensis)/Mort 
F. vulgare CV(Ae. aegypti_adultos); 
v) MortF. vulgare CV (L3 An. arabiensis /Mort 
F. vulgare P (Ae. aegypti_adultos); 
w) Mort F. vulgare P (L3 An. arabiensis)/Mort 
F. vulgare CV (An. arabiensis_adultos); 
x) Mort F. vulgare P (L3 An. arabiensis) /Mort 
F. vulgare CV(Ae. aegypti_adultos); 
y) MortF. vulgareCV(An. arabiensis_adultos)/ 
MortF. vulgareCV(Ae. aegypti_adultos); 
z) MortF. vulgare CV (Ae. aegypti_adultos)/ 
MortF. vulgare P (Ae. aegypti_adultos); 
 
Os resultados podem ser analisados a partir da Tabela 26. 
Nos resultados da aplicação do teste de correlação de Pearson (bi-caudal), encontram-se 
realçadas em negrito as alíneas:  
 a) que confirma que as concentrações aplicadas dos OEs de F. vulgare de Cabo 
Verde e Portugal evidenciaram diferenças de impacte na mortalidade de larvas 
de Ae. aegypti. 
 e; f) de igual modo os compostos ativos estragol e (-)-limoneno apresentaram 
maior impacte na eficiência de mortalidade comparativamente ao OE de F. 
vulgare de Portugal. 
 b) OE de F. vulgare de Cabo Verde revelou um impacte na mortalidade das 
larvas de Aedes aegypti comparável ao causado em Anopheles arabiensis. 
 y) relativamente ao efeito sobre adultos o OE de F. vulgare de Cabo Verde, 
apresentou ligeiras diferenças na mortalidade causada em Ae. aegypti e em An. 
arabiensis, embora estes ensaios tenham sido efetuados com um número 
reduzido de exemplares. 
 z) OEs de F. vulgare de Cabo Verde e de Portugal apresentaram diferenças de 
impacte na mortalidade para Ae. aegypti adultos. 
A Tabela 26 mostra elevada correlação entre a atividade larvicida do óleo essencial de 
F. vulgare de Cabo Verde e (-)-limoneno, bem como esta planta e a pulegona, o que 























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































IV.8. Análise microscópica das larvas 
 
O efeito inseticida de óleos essenciais pode ocorrer de diversos modos, sendo os mais 
comuns a mortalidade, as deformações em diferentes estádios de desenvolvimento, a 
repelência e a fagoinibição. Os mecanismos de ação tóxica dos óleos essenciais ainda 
não são bem conhecidos, no entanto, o aparecimento de sinais tóxicos são rápidos 
(Knaak et al., 2010). As manifestações da ação tóxica dos óleos essenciais em baratas 
(Periplaneta americana), como hiperatividade, seguida por híper extensão das patas e 
do abdómen, imobilidade e morte, foram descritas por Enan, 2001. Alguns estudos 
demonstram que a octopamina induz este tipo de reações (Livingstone et al., 1980; 
Harria-Warrick et al., 1980), na medida em que desempenha um amplo espetro de 
funções biológicas em insetos, agindo como neurotransmissor e neuromodulador 
(Orchard, 1982). A octopamina é encontrada em grandes quantidades no sistema 
nervoso de espécies do filo Arthropoda, incluindo a classe Insecta (Robertson & Juoris, 
1976; Evans, 1981; Orchard et al.,1981). Também Regnault-Roger (1997) descreve que 
o efeito tóxico dos óleos essenciais envolve muitos fatores. Entre estes, o ponto de 
entrada das toxinas pode ocorrer pelas vias de inalação, ingestão e contacto, em que os 
óleos essenciais assumem uma ação de fumigação, por vezes fagoinibidora.  
 
A natureza do processo de envenamento e as causas que levam à morte dos insetos, 
quando em contacto com um determinado inseticida são evidenciadas pelas alterações 
morfológicas a nível celular ou histológico. Contudo a descoberta de processos de 
inibição enzimática ou de alterações eletrofisiológicas no sistema nervoso dos insetos 
contribuíram para uma maior compreensão do modo de ação dos inseticidas. Mas dado 
que estes mecanismos são reversíveis, alguns investigadores consideram que as lesões 
bioquímicas e eletrofisiológicas, envolvidas na ação inseticida, não são causas diretas da 
mortalidade. Para alguns insetos, nos estádios finais da morbilidade, surge um conjunto 
de condições patológicas, como o desequilíbrio de substâncias químicas neuroativas da 
hemolinfa, falhas de funcionamento das glândulas secretoras, esgotamento de reservas 
citoplasmáticas e intensa desidratação, que são considerados fatores secundários na 
indução da morte. No entanto, essas alterações são relevantes para a irreversibilidade do 
estado mórbido do inseto que culmina com a morte, e do mesmo modo as alterações 




histológicas visíveis o são, na medida em que elas são peculiares e consistentes com o 
efeito de determinados inseticidas. 
 
No presente estudo, efetuou-se uma avaliação preliminar do modo de ação dos óleos 
essenciais da M. pulegium e F. vulgare e dos respetivos compostos ativos maioritários.  
As larvas expostas aos compostos ativos foram conservadas em álcool glicerinado 2% e 
grupos de cinco larvas foram montados entre lâmina e lamela em meio de Hoyer para 
posterior observação e comparação com as amostras do grupo controlo. Ao 
estereomicroscópio e ao microscópio ótico foram observadas alterações morfológicas 
nas papilas anais de larvas de Ae. aegypti em contacto com os metabolitos secundários: 
(+)-limoneno e (-)-limoneno (Figura 26). A acumulação de grânulos escuros ao longo 
do tórax e escurecimento na base de inserção das papilas anais foram observadas nas 
larvas em contacto com os metabolitos secundários. As larvas expostas ao (-)-limoneno 
apresentaram maiores danos estruturais, como destruição do tubo digestivo e extrusão 
do conteúdo hemolinfático. No caso das larvas expostas ao (+)-limoneno o 
escurecimento na base das papilas anais estendeu-se ao ápice das mesmas.  
 
Tabassum et al., 1993, efetuou um estudo de avaliação de atividade de extratos de A. 
indica em larvas de Culex quinquefasciatus (=fatigans), tendo observado alterações 
morfológicas semelhantes, nomeadamente pigmentação e alterações na cabeça e 
abdómen das larvas. Contudo não mencionaram o escurecimento das papilas anais. 
 
No caso de estudo observámos alteração da coloração das papilas anais, que são órgãos 
que estão envolvidas no processo de osmorregulação, pelo que ao longo dos ensaios 
foram efetuados medições do pH das soluções, não tendo sido contudo registado 
alterações relevantes comparativamente ao grupo controlo. Os valores de pH na solução 
de teste e nos grupos controlos, tendem a ser neutros a ligeiramente ácidos (pH 6 e 7), 
provavelmente relacionado com a natureza do tensioativo comum aos dois meios. Teria 
sido importante registar a condutividade ao longo dos ensaios, mas tal não foi possível, 
pelo que será contemplado nos trabalhos futuros a análise deste parâmetro. 
 
 






Figura 26 - Aspetos morfológicos das larvas de Ae. aegypti observadas ao 
estereomicroscópio (A); 1mm e ao microscópio óptico (B), 200 μm; cont=controlo;  





















































A prevenção e combate das arboviroses e parasitoses transmitidas por vetores englobam 
um conjunto de medidas, tais como o controlo larvicida, o controlo adulticida e as 
medidas de proteção individual.  
A nível mundial, a necessidade de diminuir a transmissão da malária e de providenciar 
um tratamento anti malárico eficaz é, mais uma vez, premente e as intervenções 
destinadas a controlar a doença, de uma maneira geral, podem classificar-se nas 
seguintes categorias: 
 Evitar o contacto entre o vetor e os hospedeiros. 
 Controlar a reprodução dos mosquitos através de modificações no meio 
ambiente. 
 Utilizar inseticidas, de modo a reduzir a densidade vetorial. 
 Tratamento dos doentes através da terapêutica adequada à situação local. 
 
Na prática, e no que às formas adultas dos vetores diz respeito, estas categorias  
referem-se à utilização de redes mosquiteiras tratadas com inseticida e de produtos 
repelentes contra mosquitos, normalmente designadas de medida de proteção individual.  
A luta contra a malária e as arboviroses implica um esforço contínuo e integrado da 
investigação, quer ao nível da prevenção, quer ao nível do tratamento das doenças. O 
recurso a inseticidas sintéticos para o controlo das populações de mosquitos vetores de 
agentes patogénicos tem encontrado algumas barreiras, não só devido a fatores 
relacionados com a resistência dos vetores aos inseticidas químicos como também às 
repercussões ambientais, consequência da utilização dos mesmos. Por outro lado, e na 
grande maioria dos casos, a não existência de vacinas eficazes e a resistência múltipla 
dos agentes patogénicos aos fármacos, reforçam a importância da utilização simultânea 
de várias abordagens no controlo dos mosquitos vetores, tendo como objetivo a 
diminuição da transmissão da(s) doença(s) a eles associadas.  
Considerando que são necessários mais avanços na investigação sobre medidas de 
controlo vetorial, foi selecionado um conjunto de plantas de duas regiões geográficas 
distintas, e assim proposto o desenvolvimento de um larvicida e de um adulticida à base 





de plantas que, face aos convencionais, seja de fácil produção, de inocuidade ambiental 
e que não promova o desenvolvimento de resistência. 
Selecionou-se um conjunto de plantas originárias de Cabo Verde e Portugal, 
nomeadamente Melia azedarach e Azadirachta indica, Mentha pulegium, Foeniculum 
vulgar e, ainda, a espécie Sambucus nigra só da flora portuguesa, dada a sua 
inexistência em Cabo Verde, para avaliação das suas propriedades inseticidas. 
É relevante o facto de as plantas selecionadas poderem ser cultivadas e processadas 
localmente para a obtenção dos óleos respetivos com recurso a uma tecnologia de baixo 
custo. Este estudo visou a obtenção de um potencial inseticida a nível laboratorial que, 
transferido para um protótipo industrial permite o uso de metodologias adaptáveis a 
condicionantes locais de desenvolvimento, o que torna a continuação do estudo nesta 
área uma proposta aliciante e um incentivo em regiões economicamente deprimidas.  
Devido ao elevado volume de trabalho e a dificuldades de obtenção e processamento do 
material vegetal, a caraterização química de todas as plantas não foi executado na 
íntegra: 
 Os extratos de etanol e de hexano de M. azedarach e A. indica foram 
caraterizados por Cromatografia em Camada fina (CCF) e Cromatografia em 
Coluna (CC), tendo sido optimizados os eluentes mais adequados, mas não se 
prosseguiu com o fracionamento cromatográfico, devido ao facto dos resultados 
preliminares de rastreio larvicida não terem sido reprodutíveis de modo a definir 
os parâmetros letais (CL50, CL90 e CL99). 
 Os extratos de S. nigra EtOAc e EtOH foram caraterizados apenas por TLC e 
CC, tendo sido otimizadas todas as condições básicas para complementar o 
estudo do extrato mais ativo (S. nigra em acetato de etilo) por HPLC em 
trabalhos futuros. 
Os óleos essenciais de M. pulegium e de F. vulgare de Cabo Verde e Portugal foram 
caraterizados qualitativamente e quantitativamente por CG-EM e confirmada a 
identificação dos seus constituintes por RMN, tendo sido obtido os seguintes resultados: 
 
 OE de M. pulegium proveniente de Cabo Verde é diferente do OE M. pulegium 
de Portugal, sendo o de Cabo Verde constituído maioritariamente por mentol 





(30,4%), mentona (15,3%) e acetato mentilo (14,7) e pelos compostos 
minoritários pulegona (4%), mentofurano (3,8%), linalool (3,3%), neo-mentol 
(2,5%) e β-cariofileno (2,5%), enquanto que o de origem portuguesa é 
maioritariamente constituído por pulegona (61,4%), mentona (20,1%), iso-
mentona (2,2%) e mentol (1,5%). 
 
 A análise por RMN do OE de M. pulegium de Portugal mostrou que a pulegona 
1 é o seu principal composto, seguido de mentona 2, enquanto no OE de Cabo 
Verde foi detetada uma pequena percentagem de pulegona 1, sendo este óleo 
uma mistura complexa de mentona, mentol entre outros compostos terpénicos.  
 
 Os compostos maioritários do OE de F. vulgare de Cabo Verde são trans-anetol 
(31,8%), limoneno (28,4%), fenchona (9,7%), -pineno (7,3%), -pineno 
(4,9%) e os minoritários p-cimeno (1,9%), β-mirceno (1,8%), acetato de β-
fenchilo (1,7%) e estragol (1,3%) enquanto o OE comercial do F. vulgare de 
Portugal revelou ser uma mistura complexa de p-cimeno (6,9%), -pineno 
(5,2%), estragol (3,1%), entre outros, sendo também os compostos maioritários 
o trans-anetol (29,8%) e o limoneno (17,5%), α-pineno (11,9%) e fenchona 
(9,6%). 
 
 A análise do espetro de RMN de 13C do OE de funcho de Cabo Verde detetou-se 
que o trans-anetol 4 e limoneno 5 são os constituintes maioritários. Enquanto o 
OE de funcho comercial de Portugal aparenta ser uma mistura complexa de 
fenchona, -pineno, p-cimeno, α-felandreno, estragol e cis-anetol, entre outros. 
 
Quanto a atividade larvicida em Ae. aegypti observou-se que: 
 O extrato de S. nigra EtOAc apresentou elevada atividade larvicida, sendo a 









 As larvas do 3º estádio de Ae. aegypti são mais susceptíveis ao OE de F. vulgare 
(amostras de Cabo Verde e Portugal, respetivamente CL50= 23,3 e 28,2 µlL
-1
) 
comparativamente ao de M. pulegium (amostras de Cabo Verde e Portugal, 
respetivamente CL50= 136,1 e 107,3 µlL
-1
), na medida em que são necessárias 
menores doses para eliminar o mesmo número de mosquitos. 
 
 Embora os testes estatísticos (Mann-Whitney, H de Kruskal-Wallis, não 
confirmem a existência de diferenças significativas entre as espécies de plantas 
estudadas, independentemente da origem geográfica, é de salientar que as 
concentrações necessárias para eliminar 50, 90 e 99% da população são menores 
no caso do OE de F. vulgare; a atividade larvicida deste óleo é elevada e 
comparável à do limoneno em larvas de Ae aegypti, como confirmado pelo teste 
de Correlação de Pearson (bi-caudal). 
 
Relativamente à atividade dos compostos ativos dos diferentes óleos essenciais:  
 No caso de M. pulegium constatou-se que a elevada atividade larvicida da 
pulegona, um dos seus compostos maioritários, é consentânea com a atividade 
do respetivo OE bruto, ou seja com um CL50 de 58,5 µlL
-1 




 No caso de F. vulgare: para os compostos (-)-limoleno, (+)-limoleno, trans-
anetol e estragol observou-se maior atividade dos dois primeiros compostos 
relativamente aos restantes, na medida em que são necessárias menores 
concentrações para se obter 50, 90 e 99% de mortalidade das larvas de Ae. 
aegypti. 
 Estes resultados evidenciam a existência de efeitos sinergistas entre vários dos 
constituintes ativos. 
 
Quanto a atividade larvicida em An. arabiensis: 
 Dadas as dificuldades na manutenção desta colónia foi difícil ter uma produção 
suficiente de larvas no mesmo estádio que permitisse realizar os ensaios 





previstos, pelo que se optou por avaliar a planta que revelou maior atividade 
larvicida em Ae. aegypti, nomeadamente, F. vulgare. 
 Efetuou-se apenas um ensaio tendo o resultado sido muito semelhante no que 
diz respeito as mortalidades causadas pelos OEs de F. vulgare de Cabo Verde e 
de Portugal. Em termos estatísticos também as diferenças não foram 
significativas. 
 Ao comparar o resultado desde ensaio com os efetuados em Ae. aegypti, não se 
observaram diferenças significativas com o teste de Correlação de Pearson bi-
caudal, embora em termos de concentrações letais mínimas necessárias para 
obter 50, 90 e 99% de mortalidade pode-se observar que o F. vulgare de Cabo 
Verde pareça ser mais ativo para Aedes aegypti. 
 
Relativamente aos ensaios adulticidas, os resultados obtidos são considerados 
preliminares, pois foram efetuados com uma amostra de reduzida dimensão, devido ao 
facto da câmara de manipulação de alta segurança para manipulação de Ae. aegypti ter 
uma área de manipulação restrita, o que não permitiu fazer as réplicas em simultâneo, 
tornando moroso o ensaio. Contudo estes ensaios permitiram optimizar as 
concentrações letais e também permitiu aferir a técnica de impregnação do papel de 
filtro.  
 Os resultados preliminares demonstraram maior susceptibilidade quer de  
Ae. aegypti, quer do An. arabiensis ao OE de F. vulgare de Cabo Verde. 
 
As pequenas diferenças constatadas nas doses letais mínimas entre as plantas da mesma 
espécies de Cabo Verde e Portugal, poderão estar relacionadas não só com as 
caraterísticas genéticas, mas também com as características edafoclimáticas. 
 
Neste estudo foi efetuada uma avaliação preliminar do modo de ação dos bio 
compostos, tendo sido constatadas alterações morfológicas na região da papila anal das 
larvas expostas aos compostos bio ativos. Observou-se ao microscópio óptico o 
escurecimento na base de inserção das papilas e ao longo das papilas, pelo que será 
importante em futuros estudos efetuar análise ultra-estrutural das regiões modificadas. 





É imprescindível que no futuro, este estudo, iniciado no âmbito do projeto de 
doutoramento, seja aprofundado, na medida em que constitui uma mais-valia para a 
solução de um problema de saúde pública, aplicável tanto em comunidades de economia 
débil, como em centros economicamente desenvolvidos. Nomeadamente, os resultados 
de ensaios larvicidas com F. vulgare, tanto de origem portuguesa como cabo-verdiana 
foram bastante promissores, devendo os OE/compostos ativos desta planta ser alvo 
prioritário de aprofundamento. Esta aposta visa o desenvolvimento de medidas anti 
vetorias mais seguras para o ambiente e pretende ser um contributo para o 
desenvolvimento de estratégias para uma saúde pública sustentável em áreas endémicas 
e em regiões do globo onde tem ocorrido emergência e re-emergência de patologias 
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I.1 Princípio da cromatografia em coluna (CC) 
 
Cromatografia em coluna (CC) consiste numa coluna de vidro, metal ou plástico, 
preenchida com um adsorvente adequado. O adsorvente pode ser colocado diretamente 
(seco) na coluna ou suspendido em um solvente (geralmente o próprio eluente a ser 
usado no processo de separação). Os principais adsorventes normalmente utilizados são 
a sílica gel (utilizado no caso de estudo), a alumina, o carbonato de cálcio, o óxido de 
magnésio, o carvão ativado, a sacarose e o amido, entre outros. 
A substância a ser separada ou analisada é colocada na coluna pela parte superior e o 
eluente é posteriormente vertido, em quantidade suficiente para promover a separação. 
A coluna pode ser um simples tubo de vidro, aberto em ambas as extremidades, ou tubo 
semelhante a uma bureta. Em alguns casos aplica-se vácuo pela parte inferior da coluna 
ou uma ligeira sobrepressão pela parte superior da mesma. 
Quando a amostra a ser cromatografada possui cor, pode-se visualizar as diferentes 
zonas coloridas descendo pela coluna, que são recolhidas, separadamente, pela 
extremidade inferior. 
 Quando a amostra não possui cor, recolhem-se várias frações iguais de eluente, 
testando-as quanto à presença ou não de substâncias dissolvidas através do uso de 
reveladores adequados (luz UV, reveladores químicos entre outros). 
 
I.2 Protocolo de Cromatografia CC 
 
Primeiro coloca-se numa coluna (60 cm de altura / 2,5 de diâmetro) 0,5 cm de areia; 
1- Enche-se a coluna com sílica gel até 2/3 de altura e compacta-se com 
diclorometano, sob pressão de corrente de azoto. Acima da sílica coloca-se 
aproximadamente 2 cm de areia para evitar que a coluna seque e também para 
nivelá-la; 
2- Após a compactação aplica-se aproximadamente 200 gr (100 ml de acetato de 
etilo e 100 ml de etanol) de extrato diluído num volume mínimo de metanol. 






































II.1 Procedimento geral adotado para a determinação da sensibilidade das larvas 
de Ae. aegypti e An. arabiensis (WHO, 1981 [a, b]) 
 
- Prepararam-se recipientes com 225 ml de água, devidamente identificados, para os 
respetivos produtos e concentrações a testar, e um recipiente para o grupo controlo. 
 
- Prepararam-se as diluições dos diferentes produtos, e a cada recipiente adicionou-se 
uma alíquota do produto, de modo a obter as concentrações desejadas começando 
sempre pela concentração mais baixa. 
 
- Misturaram-se bem os produtos com água durante cerca de 30 segundos e deixaram-se 
em repouso durante 15 minutos. 
 
- Ao lado de cada recipiente colocou-se uma placa de Petri contendo 25 ml de água 
destilada e 25 larvas do mesmo estádio. 
 
- Juntaram-se a cada recipiente os 25 ml de água mais 25 larvas de cada uma das placas 
de Petri referidas com os 225 ml de água. Preparou-se um recipiente só com água e as 
larvas para controlo. Foram ainda preparados controlos do ensaio larvar com solvente 
ou tensioativo. 
 
- Deixaram-se em repouso durante 24 horas fazendo-se então observações e registo das 













Anexo II.2 Procedimento geral adotado para a determinação da sensibilidade dos 
adultos de Ae. aegypti e An. arabiensis   
 
Nos primeiros ensaios pretendeu-se determinar as concentrações letais dos óleos 
essenciais, variando as concentrações dos tubos 1-4 por ordem crescente e fixando o 
tempo de observação (1h, definido pela OMS). 
1- Utilizando o tubo aspirador (Figura II.1- A,B) foram introduzidos 25 mosquitos (fêmeas 
com 2-4 dias de vida) através do orifício circular menor da tampa corrediça  
(Figura II.1 C), em cada um dos 4 tubos de observação (com pinta verde), numerados de 
1 a 4, bem como no respetivo tubo do controlo, C (Figura II.1 -F). 
2- Durante cerca de 1 hora, verificou-se se estão todos em boas condições; se não for o 
caso, substituir os que for necessário. 
3- Ao fim deste tempo, mudar os mosquitos para os tubos de exposição (com pinta 
vermelha), também numerados de 1 a 4, enroscando-os nos tubos de observação  
(Figura II.1 D) e fazendo passar os insetos pela maior abertura circular da tampa 
corrediça, invertendo a posição relativa dos tubos e soprando levemente; fechar a tampa 
corrediça e desenroscar os dois tubos (Figura II.1 E). 
4- Tomar nota do tempo (hora) do início da exposição para cada um dos tubos. 
5- Mudar novamente os mosquitos para os tubos de observação, seguindo a mesma ordem 
e adotando a mesma técnica de transferência, como segue: 
Do T. de exp.1 para o respetivo T. de obs.1, ao fim de 60 min.; 
Do T. de exp.2 para o respetivo T. de obs.2, ao fim de 60 min.; 
Do T. de exp.3 para o respetivo T. de obs.3, ao fim de 60 min.; 
Do T. de exp.4 para o respetivo T. de obs.4, ao fim de 60 min.; 
Logo de seguida, mudar também os insetos do primeiro para o segundo tubo de 
controlo. 
6- Deixar em repouso 24 horas, com algodão humedecido com soluto de sacarose a 10% 
sobre a rede de cada um dos tubos de observação (Figura II.1 C). 
7- Após 24 horas de repouso, fazer a contagem dos insetos mortos, moribundos e vivos em 
cada um dos 5 tubos (4 das exposições, correspondentes a 4 concentrações diferentes 
mais 1 controlo). 
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Figura II.1 - Procedimento geral adotado para a determinação da sensibilidade dos 






































Tabela III.1 - Misturas de solventes do extrato S. nigra EtOH, na Cromatografia em 
coluna. 
 
Mistura de Solventes  
(%) 
S. nigra EtOH 
Tubos  
Cor das amostras 
n- Hexano 100  T1-3 (T1 eliminado) Amostra 2 -Amarelo 
Clorofórmio 100  T4 Amostra3-5-Branco 
Clorofórmio-Acetato de etilo -75:25 T5-9 Amostra 6-7-Branco 
Clorofórmio- Acetato de etilo -50:50 T10-16 Amostra 8-9-Esverdeado 
Acetato de etilo -25:75 T17-20 Amostra 10-12-Verde-escuro 
Acetato de etilo - 100 T21-23 Amostra 13-15 -Verde 
Acetato de etilo-Metanol -75:25 T24-27 Amostra 16-18-Verde claro 
Acetato de etilo -Metanol -50:50 T28-29 Amostra 19-21-Verde claro 
Acetato de etilo-Metanol -25:75 T30 Amostra 22-30-Verde-claro 
Metanol 100 T31 Amostra31 (eliminada) 
 
 




Mistura de Solventes  
(%) 
S. nigra EtOAc 
Tubos  
Cor das amostras 
n- Hexano 100  T1-3 (A1 eliminada) Amostra 2-3 -Amarelo 
Clorofórmio: n-Hexano 20:80  T5 Amostra4-5-Amarelo claro 
Clorofórmio: n-Hexano 40:60 T6 Amostra 6-15-Muito Amarelo 
Clorofórmio: n-Hexano 60:40 T7-11 Amostra 16-Branco 
Clorofórmio 100  T12 Amostra 17-Branco 
Clorofórmio: Acetato de etilo 80:20 T13-15 Amostra 18 -Verde 
Clorofórmio: Acetato de etilo 60:40 T13-15 Amostra 19-20 -Verde escuro 
Clorofórmio: Acetato de etilo 40:60 T13-15 Amostra 21-23-Amarelo 
Clorofórmio: Acetato de etilo 20:80 T16-19 Amostra 24-26-Amarelo escuro 
Acetato de etilo 100 T20-23 Amostra27 -Verde escuro 
Metanol : Acetato de etilo 20:80 T24-31 Amostra 28-30- Amarelo 
Metanol : Acetato de etilo 40:60 T32 Amostra 31-38- Verde claro 
Metanol : Acetato de etilo 60:40 T33-36 - 








Figura III.1 - Perfil cromatográfico das nove frações de extrato de etanol de S. nigra, 
no sistema clorofórmio: acetato de etilo (70:30). 
 


























































































































































V. 1 Espectro de RMN do OE de M. pulegium de Portugal 
 
 
Figure V.1 - Espectro 
1
H RMN do OE de M. pulegium a 400 MHz (1- Pulegona; 
 2 - Mentona). 
 
 
Figure V.2 - Espectro de RMN de 
13
C do OE de Mentha pulegium a 400 MHz, 






V. 2 Espectro de RMN do OE de F. vulgare de Cabo Verde 
 
 
Figura V.3 - Espectro 
1
H RMN do óleo essencial de F. vulgare de Cabo Verde a 400 
MHz (4- trans- Anetole; 5- Limoneno). 
 
 
Figura V.4 - Espectro de RMN de 
13
C do OE de Foeniculum vulgare a 400 MHz, (4- 









































TabelaVI.1 - Registo das mortalidades observadas nas larvas do 3º estádio do Ae. 






32,5 46 42,6 100 
35 65 62,8 100 
37,5 76 74,5 100 
50,0 93 92,6 100 
Controlo 
(n-Hexano 50) 6 - 100 
 
A partir de uma solução “stock” de 100mg/ml de M. azedarach, foi efetuado o ensaio 
larvicida segundo estas diluições, previamente otimizadas, de modo a minimizar o 
efeito de toxidade do solvente. Nas réplicas seguintes a este ensaio, em que tudo parecia 
ter decorrido dentro da normalidade, os resultados sofreram enorme alteração 
inviabilizando os resultados uma análise estatística robusta conforme preconizado pela 
OMS para este tipo de ensaio.  
 
Em relação ao extrato de A. indica foi preparado uma solução “stock” de 50 mg/ml, a 
partir do qual foram testados (850,0; 950,0; 1050,00; 1150,0 μl) de extrato com 
atividade larvicida variável entre 12 e 72 % nos primeiros ensaios, mas estas 
mortalidades sofreram drásticas alterações nos ensaios subsequentes, efetuados em 






























Bioensaios larvicidas com os extratos de S. nigra em acetato de etilo e 



















VII.1 Resultado da análise de Pearson ao modelo “probit” aplicado ao bioensaio 
com extrato em acetato de etilo de S. nigra 
 
Neste caso testou-se a seguinte hipótese nula - H0 = que existe um bom 
ajustamento ao modelo de distribuição Pearson χ
2 
(isto é: verifica-se igualdade de 
ajustamento). O nível de significância selecionado para rejeitar a H0 foi de 95%. 
 
Teste do Qui-Quadrado 
  (χ2) df
b
 Sig. 
PROBIT Pearson Goodness-of-Fit Test 0,222 2 0,895
a
 
A. Since the significance level is greater than ,150, no heterogeneity factor is used in the 
calculation of confidence limits. 
b. Statistics based on individual cases differ from statistics based on aggregated cases. 
 
 
Atividade larvicida com extrato de acetato de etilo de S. nigra, com a % das 
















 1 2,415 15 14,552 0,668 ,146 
2 2,477 40 40,809 -0,589 ,408 
3 2,531 67 68,711 -1,321 ,687 
4 2,580 88 87,027 1,013 ,870 
 
*Média de ensaios com 200 insetos por concentração - % das Mortalidades; 




















FiguraVII.1 - Reta de regressão do Probit da mortalidade (%) das larvas de Ae. 
aegypti em função do logaritmo da concentração (mgL
-1
) do extrato EtOAc às 24 


































VII.2 - Limites de confiança de 95 % das doses de S. nigra EtOAc e dos seus 
logaritmos. (a. Fator de heterogeneidade. b. Logaritmo base=10) 
 

















































,010 208,486 189,103 223,235 2,319 2,277 2,349 
,020 218,601 200,321 232,451 2,340 2,302 2,366 
,030 225,272 207,769 238,508 2,353 2,318 2,378 
,040 230,424 213,546 243,178 2,363 2,329 2,386 
,050 234,701 218,357 247,051 2,371 2,339 2,393 
,060 238,404 222,531 250,403 2,377 2,347 2,399 
,070 241,700 226,252 253,384 2,383 2,355 2,404 
,080 244,689 229,632 256,089 2,389 2,361 2,408 
,090 247,439 232,746 258,578 2,393 2,367 2,413 
,100 249,998 235,646 260,894 2,398 2,372 2,416 
,150 260,879 247,990 270,766 2,416 2,394 2,433 
,200 269,863 258,176 278,967 2,431 2,412 2,446 
,250 277,816 267,158 286,298 2,444 2,427 2,457 
,300 285,159 275,386 293,155 2,455 2,440 2,467 
,350 292,136 283,116 299,783 2,466 2,452 2,477 
,400 298,914 290,507 306,364 2,476 2,463 2,486 
,450 305,621 297,671 313,048 2,485 2,474 2,496 
,500 312,369 304,696 319,976 2,495 2,484 2,505 
,550 319,266 311,669 327,285 2,504 2,494 2,515 
,600 326,431 318,690 335,123 2,514 2,503 2,525 
,650 334,004 325,885 343,661 2,524 2,513 2,536 
,700 342,176 333,425 353,126 2,534 2,523 2,548 
,750 351,220 341,554 363,849 2,546 2,533 2,561 
,800 361,571 350,649 376,378 2,558 2,545 2,576 
,850 374,023 361,371 391,730 2,573 2,558 2,593 
,900 390,301 375,130 412,155 2,591 2,574 2,615 
,910 394,338 378,506 417,273 2,596 2,578 2,620 
,920 398,770 382,201 422,914 2,601 2,582 2,626 
,930 403,702 386,296 429,215 2,606 2,587 2,633 
,940 409,282 390,910 436,375 2,612 2,592 2,640 
,950 415,740 396,229 444,700 2,619 2,598 2,648 
,960 423,457 402,556 454,699 2,627 2,605 2,658 
,970 433,142 410,455 467,322 2,637 2,613 2,670 
,980 446,360 421,170 484,675 2,650 2,624 2,685 
,990 468,016 438,580 513,401 2,670 2,642 2,710 




VII.3 Resultado da análise de Pearson ao modelo “probit” aplicado ao bioensaio 





Tabela dos limites de confiança 
 















































,010 14,645 12,824 16,003 1,166 1,108 1,204 
,020 15,465 13,729 16,751 1,189 1,138 1,224 
,030 16,009 14,335 17,244 1,204 1,156 1,237 
,040 16,430 14,808 17,626 1,216 1,170 1,246 
,050 16,781 15,203 17,943 1,225 1,182 1,254 
,060 17,086 15,548 18,218 1,233 1,192 1,260 
,070 17,358 15,856 18,463 1,240 1,200 1,266 
,080 17,605 16,137 18,685 1,246 1,208 1,271 
,090 17,833 16,396 18,890 1,251 1,215 1,276 
,100 18,045 16,638 19,082 1,256 1,221 1,281 
,150 18,951 17,675 19,899 1,278 1,247 1,299 
,200 19,703 18,538 20,580 1,295 1,268 1,313 
,250 20,372 19,304 21,192 1,309 1,286 1,326 
,300 20,992 20,010 21,766 1,322 1,301 1,338 
,350 21,584 20,678 22,323 1,334 1,316 1,349 
,400 22,160 21,320 22,878 1,346 1,329 1,359 
,450 22,733 21,944 23,444 1,357 1,341 1,370 
,500 23,311 22,559 24,034 1,368 1,353 1,381 
,550 23,904 23,169 24,662 1,378 1,365 1,392 
,600 24,522 23,784 25,340 1,390 1,376 1,404 
,650 25,177 24,412 26,087 1,401 1,388 1,416 
,700 25,886 25,069 26,922 1,413 1,399 1,430 
,750 26,674 25,775 27,879 1,426 1,411 1,445 
,800 27,580 26,563 29,007 1,441 1,424 1,462 
,850 28,675 27,492 30,402 1,458 1,439 1,483 
,900 30,114 28,685 32,278 1,479 1,458 1,509 
,910 30,473 28,979 32,751 1,484 1,462 1,515 
,920 30,867 29,300 33,274 1,489 1,467 1,522 
,930 31,306 29,656 33,860 1,496 1,472 1,530 
,940 31,804 30,057 34,528 1,502 1,478 1,538 
,950 32,382 30,521 35,307 1,510 1,485 1,548 
,960 33,074 31,073 36,246 1,519 1,492 1,559 
,970 33,945 31,764 37,438 1,531 1,502 1,573 
,980 35,138 32,703 39,087 1,546 1,515 1,592 
,990 37,105 34,234 41,840 1,569 1,534 1,622 
a. Logarithm base = 10. 
 
 











VII.4 Resultado da análise de Pearson ao modelo “probit” aplicado ao bioensaio 
com Foeniculum vulgare de Portugal 
 









Tabela dos limites de confiança 
 
















































,010 15,188 13,612 16,514 1,181 1,134 1,218 
,020 16,330 14,802 17,611 1,213 1,170 1,246 
,030 17,098 15,609 18,346 1,233 1,193 1,264 
,040 17,700 16,243 18,920 1,248 1,211 1,277 
,050 18,206 16,777 19,402 1,260 1,225 1,288 
,060 18,647 17,245 19,823 1,271 1,237 1,297 
,070 19,043 17,665 20,200 1,280 1,247 1,305 
,080 19,405 18,049 20,545 1,288 1,256 1,313 
,090 19,739 18,404 20,864 1,295 1,265 1,319 
,100 20,053 18,737 21,163 1,302 1,273 1,326 
,150 21,403 20,174 22,456 1,330 1,305 1,351 
,200 22,542 21,381 23,554 1,353 1,330 1,372 
,250 23,566 22,462 24,552 1,372 1,351 1,390 
,300 24,526 23,465 25,499 1,390 1,370 1,407 
,350 25,450 24,420 26,425 1,406 1,388 1,422 
,400 26,359 25,347 27,352 1,421 1,404 1,437 
,450 27,270 26,259 28,297 1,436 1,419 1,452 
,500 28,197 27,172 29,279 1,450 1,434 1,467 
,550 29,155 28,099 30,314 1,465 1,449 1,482 
,600 30,162 29,054 31,423 1,479 1,463 1,497 
,650 31,240 30,057 32,632 1,495 1,478 1,514 
,700 32,417 31,134 33,977 1,511 1,493 1,531 
,750 33,737 32,321 35,509 1,528 1,509 1,550 
,800 35,271 33,678 37,318 1,547 1,527 1,572 
,850 37,146 35,312 39,564 1,570 1,548 1,597 
,900 39,649 37,459 42,610 1,598 1,574 1,630 
,910 40,278 37,993 43,383 1,605 1,580 1,637 
,920 40,973 38,582 44,241 1,612 1,586 1,646 
,930 41,751 39,238 45,205 1,621 1,594 1,655 
,940 42,637 39,982 46,308 1,630 1,602 1,666 
,950 43,671 40,847 47,601 1,640 1,611 1,678 
,960 44,918 41,885 49,169 1,652 1,622 1,692 
,970 46,499 43,195 51,171 1,667 1,635 1,709 
,980 48,688 44,995 53,963 1,687 1,653 1,732 
,990 52,350 47,978 58,687 1,719 1,681 1,769 










VII.5 Resultado da análise de Pearson ao modelo “probit” aplicado ao bioensaio com 
Mentha pulegium de Cabo Verde 
 
 









Tabela dos limites de confiança 
 




















































,010 79,213 71,861 85,394 1,899 1,856 1,931 
,020 84,401 77,298 90,343 1,926 1,888 1,956 
,030 87,866 80,953 93,638 1,944 1,908 1,971 
,040 90,567 83,813 96,199 1,957 1,923 1,983 
,050 92,825 86,211 98,337 1,968 1,936 1,993 
,060 94,791 88,303 100,196 1,977 1,946 2,001 
,070 96,549 90,178 101,858 1,985 1,955 2,008 
,080 98,151 91,888 103,372 1,992 1,963 2,014 
,090 99,631 93,470 104,769 1,998 1,971 2,020 
,100 101,013 94,949 106,074 2,004 1,977 2,026 
,150 106,942 101,303 111,675 2,029 2,006 2,048 
,200 111,901 106,623 116,373 2,049 2,028 2,066 
,250 116,338 111,376 120,596 2,066 2,047 2,081 
,300 120,473 115,788 124,558 2,081 2,064 2,095 
,350 124,435 119,990 128,391 2,095 2,079 2,109 
,400 128,316 124,071 132,187 2,108 2,094 2,121 
,450 132,185 128,095 136,026 2,121 2,108 2,134 
,500 136,107 132,118 139,982 2,134 2,121 2,146 
,550 140,146 136,194 144,132 2,147 2,134 2,159 
,600 144,372 140,380 148,562 2,159 2,147 2,172 
,650 148,874 144,751 153,381 2,173 2,161 2,186 
,700 153,771 149,408 158,731 2,187 2,174 2,201 
,750 159,236 154,502 164,822 2,202 2,189 2,217 
,800 165,550 160,273 171,992 2,219 2,205 2,236 
,850 173,227 167,162 180,864 2,239 2,223 2,257 
,900 183,394 176,125 192,820 2,263 2,246 2,285 
,910 185,938 178,344 195,843 2,269 2,251 2,292 
,920 188,742 180,781 199,186 2,276 2,257 2,299 
,930 191,873 183,493 202,935 2,283 2,264 2,307 
,940 195,432 186,562 207,214 2,291 2,271 2,316 
,950 199,572 190,117 212,214 2,300 2,279 2,327 
,960 204,547 194,371 218,254 2,311 2,289 2,339 
,970 210,834 199,717 225,929 2,324 2,300 2,354 
,980 219,492 207,033 236,574 2,341 2,316 2,374 




VII.6 Resultado da análise de Pearson ao modelo “probit” aplicado ao bioensaio 
com Mentha pulegium de Portugal 
 









Tabela dos limites de cconfiança 
 
Probability 95% Confidence Limits for Conc 95% Confidence Limits for log(Conc)
b
 










































,010 54,947 27,045 70,381 1,740 1,432 1,847 
,020 59,426 31,615 74,357 1,774 1,500 1,871 
,030 62,456 34,893 77,027 1,796 1,543 1,887 
,040 64,836 37,571 79,120 1,812 1,575 1,898 
,050 66,839 39,892 80,880 1,825 1,601 1,908 
,060 68,593 41,973 82,423 1,836 1,623 1,916 
,070 70,168 43,881 83,813 1,846 1,642 1,923 
,080 71,609 45,656 85,088 1,855 1,659 1,930 
,090 72,946 47,327 86,275 1,863 1,675 1,936 
,100 74,198 48,913 87,393 1,870 1,689 1,941 
,150 79,616 55,986 92,311 1,901 1,748 1,965 
,200 84,202 62,187 96,637 1,925 1,794 1,985 
,250 88,346 67,890 100,751 1,946 1,832 2,003 
,300 92,242 73,263 104,868 1,965 1,865 2,021 
,350 96,005 78,388 109,156 1,982 1,894 2,038 
,400 99,718 83,304 113,766 1,999 1,921 2,056 
,450 103,446 88,027 118,851 2,015 1,945 2,075 
,500 107,252 92,567 124,572 2,030 1,966 2,095 
,550 111,197 96,946 131,102 2,046 1,987 2,118 
,600 115,355 101,204 138,637 2,062 2,005 2,142 
,650 119,816 105,408 147,429 2,079 2,023 2,169 
,700 124,704 109,656 157,832 2,096 2,040 2,198 
,750 130,203 114,085 170,402 2,115 2,057 2,231 
,800 136,612 118,896 186,097 2,135 2,075 2,270 
,850 144,482 124,430 206,773 2,160 2,095 2,315 
,900 155,031 131,398 236,735 2,190 2,119 2,374 
,910 157,692 133,094 244,683 2,198 2,124 2,389 
,920 160,635 134,945 253,650 2,206 2,130 2,404 
,930 163,934 136,992 263,923 2,215 2,137 2,421 
,940 167,699 139,295 275,929 2,225 2,144 2,441 
,950 172,099 141,946 290,337 2,236 2,152 2,463 
,960 177,416 145,098 308,288 2,249 2,162 2,489 
,970 184,178 149,033 331,963 2,265 2,173 2,521 
,980 193,568 154,376 366,400 2,287 2,189 2,564 
,990 209,348 163,088 428,337 2,321 2,212 2,632 
a. A heterogeneity factor is used. b. Logarithm base = 10. 
 
 
